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(57) Abstract 

The invention concerns processes for preparing O-acetyiserine, L-cysteine and sulphurous compounds derived therefrom using 
feedback-resistant serine acetyl transferases. In comparison with the wild-type enzyme, these serine acetyl transferases have reduced 
sensitivity to the inhibitor L-cysteine and a protein sequence which, in comparision with the wild-type enzyme, displays at least one 
mutation or deletion. The processes are characterized in that the mutation lies in the sequence region of the amino acid in position 97 up to 
and including the amino acid in position 273 or the deletion lies in the carboxy terminal sequence region as from the amino acid in position 
227, position I being the starter methionine of figure (5) (SEQ ID NO: I) and the mutation from Met to He in position 256 being excluded. 

Die voiiigende Erfindung betrifft Verfahren zur Herstellung von O-Acetylserin, L-Cystein, und davon abgeleiteten schwefelhaltigen 
Verbindungen unter Verwendung feedbackresistenter Serin-Acetyltransferasen. Diese Serin- Acetyltransferasen haben eine im Vergleich zum 
Wildtyp-Enzym reduzierte Sensitivitat gegenUber dem Inhibitor L-Cystein und eine Proteinsequenz, die im Vergleich zur Wildtyp-Sequenz 
mindesfens eine Mutation oder Deletion aufweist, dadurch gekennzeichnet, da6 die Mutation im Sequenzbereich von Aminosflure in Position 
97 bis einschlieBlich der Aminosflure in Position 273 liegt oder die Deletion im carboxyterminalen Sequenzbereich ab der Aminosflure in 
Position 227 liegt, wobei Position 1 das Startmethionin aus Fig. 5 (SEQ ID NO: I) ist und wobei die Mutation von Met zu lie in Positi n 
256 ausgeschlossen ist. 
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Verfahren zur Herstellung von O-Acetylserin, L-Cystein und 
L-Cystein-vervandten Produkten 

Die vorliegende Erfindung betrifft Verfahren zur Herstellung 
von O-Acetylserin, L-Cystein und davon abgeleiteten 
schwef elhaltigen Verbindungen. 

L-Cystein und seine Derivate werden ixn Pharmabereich 
(Behandlung von Bronchia lkrankheiten) , Kosmetiksektor (als 
Bestandteil in Haarshampoos und Dauerwe 1 len lot ionen ) und ixn 
Lebensmittelbereich (als Antioxidans , Geschmacksverstarker 
und als Adjuvans bei der Bearbeitung des Teiges) eingesetzt. 
L-Cystein wird bisher durch Extraktion aus keratinhaltigem 
Material wie Haaren, Borsten, Homern, Hufen und Federn Oder 
durch enzymatische Umsetzung von Vorstufen gewonnen. Eine 
Uberproduktion von L-Cystein durch Mikroorganismen ist sehr 
wiinschenswert, da nicht nur L-Cystein eine wirtschaf tlich 
interessante Verbindung ist, sondern da es zusStzlich, wie 
aus den Fig, 1-3 hervorgeht, eine wichtige 
Zvischenverbindung ftir die Synthese von Glutathion, 
Methionin und Biotin darstellt. 

L-Cystein nimmt in alien Organismen eine Schliisselposition 
im schwef elmetabolismus ein und wird in der Synthese von 
Proteinen, Glutathion, Biotin, Methionin und anderen, 
schwef elhaltigen Metaboliten verwendet. Zudem dient L- 
Cystein als Vorlaufer fur die Biosynthese von Coenzym A f 
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dariiberhinaus kann L-Cystein leicht zu Cystin oxidiert 
werden. Zwischen der Biosynthese von L-Cystein und anderen 
Aminosauren wie L-Serin, Glycin und L-Methionin besteht ein 
enge Verbindung. 

Die Synthese von L-Cystein (Fig. 4) ist in Prokaryonten , 
insbesondere Bakterien, ausfflhrlich untersucht (Kredich, N. 
M. and G. M. Tomkins 1966, J. Biol. Chem. 241: 4955 - 4965; 
Kredich, N. M. , 1987, Biosynthesis of Cysteine. In: 
Neidhardt F. C. , Ingraham, J. L. , Magasanik, B. , Low. K. B. , 
Schaechter, M. , Uinbarger, H. E. (eds) Escherichia coli and 
Salmonella typhimurium: cellular and molecular biology, 
Vol. 1. American society for Microbiology, Washington D. C, 
419 - 428) . Die SchlUsselreaktion besteht in der Obertragung 
einer Acetylgruppe auf das Serin zur Erzeugung von O- 
Acetylserin 1) , gefolgt von dem Austausch der Acetylgruppe 
gegen die SH-Gruppe, wodurch L-Cystein synthetisiert wird 
2). 

1) L-Serin + Acetyl -Coenzym A -> O-Acetylserin + Coenzyro A 

2) O-Acetylserin + H 2 S -> L-Cystein + Acetat 

In Mikroorganismen und in Pflanzen dient O-Acetylserin und 
nicht Serin als unmittelbarer VorlSufer des 

Kohlenstof fgeriistes fiir L-Cystein (Kredich, N. M. and G. M. 
Tomkins 1966, J. Biol. Chem. 241: 4955 - 4965). Die Reaktion 
der Acetylgruppentibertragung zur Bildung einer aktivierten 
Form von L-Serin wird durch die vom cysE-Gen kodierte Serin- 
Acetyltransf erase (EC 2.3.1.30) katalysiert und unterliegt 
einer strikten Kontrolle durch das Endprodukt L-Cystein. Das 
Gen fiir die Serin-Acetyltransf erase wurde bereits kloniert 
und die von der DNS-Seguenz abgeleitete AminosMureseguenz 
ist bekannt (Denk, D. and Bock, A- 1987, J. Gen. Microbiol. 
133: 515 - 525. ) . 
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Die Bildung von L-Cystein selbst wird katalysiert von zwei 
O-Acetylserin Sulfhydrylase Isoenzymen (EC 4.2.99.8), 
kodiert von den Genen cysK (O-Acetylserin-Sulfhydrylase-A) 
und cysM (O-Acetylserin-Sulfhydrylase-B) , eine Reaktion, in 
welcher O-Acetylserin als B-Alanyl-Donor und H2S a Is B- 
Alanyl-Akzeptor fungiert (Kredich, N. M. and G. M. Tomkins 
1966, J. Biol. Chem. 241: 4955 - 4965), wobei die 0- 
Acetylserin-Sulfhydrylase-A den Hauptanteil an der Cystein- 
Synthese hat. Zusatzlich ist die O-Acetylserin- 
Sulfhydrylase-B (cysM) in der Lage, Thiosulfat als 
Schwefelquelle zu verwerten (Sirko , A. et al., 1987, J. 
Gen. Microbiol. 133: 2719-2725). Die O-Acetylserin- 
Sulfhydrylase-B katalysiert die Reaktion zwischen O- 
Acetylserin und Thiosulfat zu S-Sulf ocystein, welches dann 
zu Cystein konvertiert werden kann (Nakamura, T. , et al f 
1983, J. Bacterid. 156, 656-662). 

Die Endprodukthexnmung der Wildtyp-Form der Serin- 
Acetyltransferase durch L-Cystein ist ein physiologisch 
bedeutender Faktor in der kinetischen Regulation der 
Cystein-Biosynthese (Kredich, N. M. 1971, J. Biol. Chem. 
246, 3474 - 3484; Kredich, N. M. and G. M. Tomkins 1966, J. 
Biol. Chem. 241, 4955 - 4965). Die AktivitSt der Wildtyp- 
Form der Serin-Acetyltransf erase wird durch Cystein gehemmt. 
Diese Hemmung wurde kinetisch untersucht und zeigte eine 
kompetitive Charakteristik. Es wurde eine Inhibitorkonstant 
Ki * 1,1 x 10" 6 M in Gegenwart von 0.1 AN Acetyl-Coenzym A 
und l mM L-Serin bestimmt (Kredich, N. M, 1971 and Tomkins 
G.M. 1966, J. Biol. Chem. 241, 4955 - 4965). 

Es ist ein Beispiel aus der Literatur bekannt, daft durch 
chemische Mutagenese eines Cystein-auxotrophen Stammes mit 
Methansulfonsaureethylester eine Cystein-prototrophe Rever- 
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tant isoliert werden kann, deren S rin-Acetyltransf rase- 
Aktivitat aufgrund eines AminosSureaustausches im kodieren- 
den Bereich eine schwach ausgeprao~e Endprodukt-Hemmung 
durch L-Cystein aufweist (Dehk, D. , Bock, A. , 1987, J. Gen. 
Microbiol. 133: 515 - 525). Die Feedbackresistenz dieser 
Mutante ist lairt der genannten Literaturstelle 10 fach er- 
h8ht. Der dieser Mutante liegt somit bei ca. 0,01 mM 
gegenttber der Wildtypf orm. 

Die vorliegende Erfindung betrifft Serin-Acetyltransf erasen 
die eine im Vergleich zum Wildtyp-Enzym reduzierte 
SensitivitSt gegeniiber dem Inhibitor L-Cystein aufweisen und 
deren Proteinseguenz im Vergleich zur Wildtyp-Sequenz 
mindestens eine Mutation oder Deletion aufweist, dadurch 
gekennzeichnet daB die Mutation im Seguen z bereich von 
Aminosaure in Position 97 bis einschlieBlich der Aminosaure 
in Position 273 liegt oder die Deletion im carboxytenninal n 
Sequenzbereich ab der Aminosaure in Position 227 liegt, 
wobei Position 1 das Startmethionin aus Fig. 5 (SEQ ID NO: 
1) ist und wobei die Proteinsequenz mit der Mutation von Met 
zu lie in Position 256 ausgeschlossen ist. 

tiberraschend wurde gefunden, daB die erf indungsgemSBen 
AminosMureaustausche und/ oder Aminosaure-Deletionen des 
Carboxy terminus der Serin-Acetyltransf erase zu einer 
Herabsetzung der Cystein-SensitivitSt unter Beibehaltung 
einer ausreichenden, enzymatischen AktivitSt fiihren. 

Die erf indungsgemaBen Serin-Acetyltransf erasen haben 
vorzugsweise eine Inhibitorkonstante Ki von 0,005 bis 2,3 mM 
in Gegenwart von 1 mM L-Serin und 0,1 mM Acetyl-CoA, wobei 
Serin-Acetyltransf erasen mit mindestens einer Mutation 
vorzugsweise eine Inhibitorkonstante Ki von 0,015 bis 2,3 
mM in Gegenwart von 1 mM L-Serin und 0,1 mM Acetyl-CoA 
besitzen, wShrend Serin-Acetyltransf erasen mit mindestens 
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einer carboxyterminalen Deletion vorzugsweise eine 
Inhibitorkonstante von 0,005 bis 0,03 mM in Gegenwart von 
1 mM L-Serin und 0,1 mM Acetyl-CoA aufweisen. 

Die Inhibitor-Konstanten (Ki) der besonders bevorzugten 
Enzymmutanten gegeniiber L-Cystein liegen zwischen 0,02 und 
2,3 mM in Gegenwart von 1 mM L-Serin und 0,1 mM Acetyl-CoA. 

Erf indungsgemaBe Serin-Acetyltransf erasen, weisen eine fur 
das Wachstum der sie beinhaltenden Mikroorganismen 
ausreichende AktivitSt auf • 

Vorzugsweise umfaBt die Proteinsequenz einer 
erf indungsgemSBen Serin-Acetyltransf erase die 
Aminosaureaustausche mindestens einer der in Tab, la oder lb 
genannten cysE Mutanten. 

Tab. la: Feedbackresistente cysE-Allele roit singulSren oder 
multiplen AminosaureverSnderungen im kodierenden Bereich 
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Tab- lb: Feedbackresistente cysE-Allele roit 
carboxyterminalen Oeletionen 

cysE-Kutante Deletierte Teninale spez. AJct. 

AninosSuren AninosMure (jiM) jmol/ain x 



cysE-De!259 14 



His259 



7.5 



0,328 



cysE-De!258 15 



6ln258 



0,256 



cysE-Del257 16 



cysE-De!256 17 



cysE-Del255 18 



cysE-Del250 23 



cysE-Del249 24 



cysE-De!248 2 5 



Asp257 
Met256 
Asp255 
Asp250 
Ser249 
Asp248 



7.5 



0,394 



12.5 0,366 



30 



20 



15 



0,624 



0,405 



0,420 



12.5 0,270 



Erf indungsgemaBe Cystein-insensitive Serin- 
Acetyltransf erasen konnen beispielsweise durch Expression 
von DNS-Sequenzen, welche fUr erf indungsgemSBe Serin- 
Acetyltransf erasen kodieren, erhalten werden. 

Die durch diese DNS-Sequenzen kodierten Enzymvarianten 
weisen jeweils unterschiedliche Sensitivitat gegenliber deia 
Inhibitor L-Cystein auf , wobei in alien Fallen jedoch 
zumindest eine im Vergleich zum Wildtyp fUnffach erhdhte 
Resistenz der Serin-Acetyltransferase gegenUber dem 
Inhibitor L-Cystein gefunden wurde. 



'I 

I 
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Di vorli g nd Erfindung b trifft f rner DNS-Sequenzen, 
welche fiir erf indungsgemSBe Serin-Acetyltransf erasen 
kodieren. 

Diese DNS-Sequenzen sind dadurch gekennzeichnet , daB sie im 
kodierenden DNS Seguenzbereich des jeweiligen cysE-Gens von 
bp 510 bis bp 104 0 mindestens eine Nutation aufweisen, wobei 
bp 1 die ersten Base aus Fig. 6 (SEQ ID NO: 2) ist, wobei 
die Mutation von Guanin nach Adenin in Position 990 
ausgeschlossen ist. 

Im folgenden werden die erf indungsgemSBen DNS-Seguenzen auch 
als feedbackresistente cysE-Allele bezeichnet. 

Diese DNS-Sequenzen lassen sich beispielsveise durch 
unspezif ische Oder durch gezielte Mutagenesemethoden aus im 
folgenden beschriebenen Ausgangsmaterial herstellen. 

Unspezif ische Mutationen innerhalb der genannten DNS-Region 
konnen zum Beispiel durch chemische Agent ien (z.B. 
Nitrosoguanidin, Ethylmethansulf onsSure u.S.) und/oder durch 
physikalische Methoden (Miller, J.H., 1972 # Experiments in 
Molecular Genetics, Cold Spring Harbor Laboratory, USA: 113- 
185) und/oder durch unter bestimmten Bedingungen 
durchgefUhrte PCR-Reaktionen erzeugt werden (Gibbs, R. A. 
1990, Anal. Chem. 62: 1202-1214). 

Methoden zur Einfiihrung von Mutationen an spezifischen 
Positionen innerhalb eines DNS-Fragments sind bekannt und 
beispielsweise in folgenden VerSf fentlichungen beschrieben: 
Sarkar, G., Sommer, S.S., 1990, BioTechniques 8: 404-407, 
beschreiben ortsspezif ische Mutagenese mittels PCR; Ausub 1, 
F.M. et al. r 1987, S. 8.01-8.3.6 Current Protocols in 
Molecular Biology, Greene Publishing Associates, beschreiben 
Methoden zur ortsspezif isch Mutagenese mittels M13 Phagen. 
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Eine weitere Methode zur Erzeugung f eedbackre sis tenter cysE- 
Allele besteht in der Kombination verschiedener , zur 
Feedbackresistenz fuhrender Punktmutationen zu multiplen 
Mutanten mit neuen Eigenschaften. 

Als Ausgangsmaterial fvir die Mutagenese dient vorzugsweise 
die DNS des Wildtyp-cysE-Gens oder ein durch Mutation 
inaktiviertes cysE-Gen Oder ein mutiertes und bereits fUr 
eine f eedbackresistente Serinacetyltransf erase kodierendes 
cysE-Gen. 

Das zu inutierende cysE-Gen kann chromosomal oder 
extrachromosomal kodiert sein. 

Das, beispielsweise das Wildtyp-cysE-Gen umfassende, 
Ausgangs-DNS-Fragroent wird mit bekannten Standardtechniken 
zur Herstellung rekombinanter DNS auf einen Vektor 
rekombiniert. Durch Anwendung der vorgenannten Mutagenese* 
Methoden werden ein oder mehrere Nukleotide der DNS-Sequenz 
so verandert, daB die nun durch das Gen kodierte 
AminosSuresequenz mindestens eine Mutation im Sequenzbereich 
von Position 97 bis einschlieBlich der AminosMure in 
Position 273 aufweist oder mindestens eine Deletion im 
car boxy terminalen Sequenzbereich ab der Aminosaure in 
Position 227 vorhanden ist, wobei Position 1 das 
Startmethionin aus Fig. 5 (SEQ ID NO: 1) ist und wobei die 
Mutation von Met zu lie in Position 256 ausgeschlossen ist. 

Mit den beschriebenen Techniken lassen sich in ein 
beliebiges cysE-Gen eine oder mehrere Mutationen im 
genannten DNS-Bereich einftihren, die bewirken, daB die 
kodierte Serin-Acetyltransf erase eine zur Cystein- 
Insensitivitat ftihrende AminosSuresequenz besitzt. 
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Im AnschluB an die beispielsweise wie beschrieben 
durchgefiihrte Mutagenese erfolgt die Selektion der Mutanten 
mit dero gewtinschten PhSnotyp beispielsweise durch 
Plattierung auf Cystein-f reies Medium und anschliefiender 
Bestimmung des AusxnaBes der Cystein-SensitivitSt der 
mut ierten Ser in-Acety 1 transferase „ 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind Mikroorganismen, 
welche die f eedbackresi stent e cysE-Allele enthalten. 

Solche StSmme von Mikroorganismen sind dadurch 
gekennzeichnet , daB sie einen zumindest durch ein 
f eedbackresistentes cysE-Allel deregulierten 
Cysteinstof fwechsel besitzen* 

Da bei alien Mikroorganismen der Cysteinstof fwechsel 

prinzipiell iiber dense lben, an sich bekannten 

Stof fwechselweg verlauft und die zur Herstellung der 

erf indungsgemMBen StMmme anzuwendenden Techniken z.B. aus 

Standardlehrbiichern allgemein bekannt und auf alle 

Mikroorganismen anwendbar sind, sind erf indungsgemSBe StMmme 

aus beliebigen Mikroorganismen herstellbar. 

Bevorzugt geeignet zur Herstellung eines erf indungsgemSBen 
Stammes sind Bakterien. 

Besonders bevorzugt geeignet sind gram-negative Bakterien, 
insbesondere E. coli . 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Herstellung 
von L-Cystein oder von L-Cystein abgeleiteten Produkten 
durch Kultivierung erf indungsgemaBer Mikroorganismen. 

Die feedbackresistenten cys-E Allele ermoglichen eine 
Aufhebung der Kontrolle eines wichtigen, biosynthetischen 
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Kontrollpunktes, wodurch die Produktion zahlreicher, 
stromabwarts von diesem Kontrollpunkt liegenden Verbindungen 
verstSrkt wird. Oazu zMhlen insbesondere O-Acetylserin, L- 
Cystein und L-Cystein-verwandte Produkte. L-Cystein- 
vervandte Produkte sind alle von L-Cystein abgeleiteten 
Produkte, d.h. schwef elhaltige Verbindungen, zu deren 
Herstellung L-Cystein erforderlich ist. Beispiele ftir solche 
Produkte sind 2 (R, S) -Methyl-Thiazolidin-2 (R, S) , 4 (R) -dicar- 
bonsaure, Homocystein, Methionin, Biotin und Glutathione 

Die f eedbackresistenten cys-E Allele werden zur Expression 
des verSnderten Serin-Acetyltransf erase-Enzyms mittels 
Ublicher Verfahren in einen Wirtsstanun transf ormiert . Das 
"Screening" nach StSmmen mit verSnderten Serin- 
Acetyltransf erase-Eigenschaf ten erfolgt beispielsweise 
mittels der im folgenden beschriebenen Methoden. 

Zur Bestimmung des AusmaBes der Cystein-Insensitivitat des 
verSnderten Enzyros wird zunachst in einem semiquantitativen, 
sog. Kreuzf iitterungstest die Cysteinausscheidung der StSmme 
gemessen. Dazu werden die zu testenden StSmme auf Cystein- 
freies Minimal medium, dem ein Cystein-auxotropher 
Indikatorstamm zugesetzt ist, ausgebracht. Die Wachstumszone 
des Indikatorstammes um den jeweiligen Impfstrich (Halo) 
dient als semiguantitatives MaB fUr die Cysteinausscheidung. 
Alle Stamme die im Kreuzf iitterungstest ein Halo nit einem 
Radius > 2 mm aufweisen, werden als "positiv im 
Kreuzf iitterungstest" bezeichnet. Mit den selektierten 
StSmmen wird zur Bestimmung des AusmaBes der Cysteintoleranz 
der verSnderten Serin-Acetyltransf erase ein 
Enzymaktivitatstest durchgef iihrt . 

Ftir die Bestimmung der Cystein-SensitivitMt der Serin- 
Acetyltransf erase kann jede Methode bentttzt werden , die es 
erlaubt, die Aktivit&t dieses Enzyms in Anwesenh it von 
Cystein zu bestimmen* Beispielsweise kann die B stimmung der 
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Serin-Acetyltransferase-Aktivitat nach der von Kredich und 
Tomkins beschriebenen Methode, J. Biol. Chem. 241 : 4955 - 
4965 (1966), vorgenommen werden. Bei diesem Test enthalt das 
Enzym-Testgemisch das Substrat L-Serin und den Cofaktor 
Acetyl -Coenzym A. Die Reaktion wird durch Enzymzugabe 
gestartet und iiber die Abnahme der Absorption bei 232 nm, 
die durch Spaltung der Thioesterbindung ira Acetyl-Coenzym A 
hervorgerufen wird, in einem Spektralphotometer verfolgt. 

Der beschriebene Enzymtest eignet sich fiir die Bestimmung 
der Cystein-Sensitivitat jedes Serin-Acetyltransferase- 
Enzyins, einschlieBlich der Enzyme mit modif iziertem Carboxy- 
Terminus. Die Hemmung der Serin-Acetyltransf erase-Aktivitat 
wird in Anwesenheit verschiedener Konzentrationen von L- 
Cystein im Reaktionsansatz getestet. Die katalytische 
Aktivitat der verschiedenen Serin-Acetyltransf erase-Enzyme 
wird in An- und Abwesenheit von L-Cystein bestimmt und 
daraus die Hemmkonstante Ki ermittelt (Kredich und Tomkins, 
J. Biol. Chem., 241, 4955-4965 (1966)). 

In den meisten Fallen bevorzugt wird eine enzymatisch aktive 
Serin-Acetyltransf erase mit einer verringerten Cystein- 
Sensitivitat. FUr andere vorhaben kann eine gleichzeitige 
Reduzierung der Endprodukt-Sensitivitat und der 
katalytischen Aktivitat erstrebenswert sein. 

In der Regel ist eine starke Uberexpression einer 
Endprodukt-resistenten Serin-Acetyltransf erase nicht 
wiinschenswert , da das dabei zu viel gebildete O-Acetylserin, 
3>Cystein Oder davon abgeleitete Metaboliten sich in der 
Zelle anhaufen, diese toxif izieren und eine Selektion von 
Mutanten mit reduzierter Serin-Acetyltransf erase-Aktivitat 
hervorrufen konnte. Deshalb werden die feedbackresistenten 
cysE-Allele bevorzugterweise als singuiare Kopien mittels 
Ublicher Verfahren in das Genom integriert. 
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Nethoden fur die Integration singularer Gene in das 
Chromosom mit Hilfe geeigneter Vektoren sind Stand der 
Technik (z.B. winans et al., 1985; J .Bacterid. 161 ; 1219 - 
1221; Shevell et al., 1988; J. Bacterid. 170 : 3294 - 3296; 
Kulakauskas et al. 1991, J. Bacteriol. 173 : 2633 - 2638). 

Es ist ebenfalls bevorzugt, die f eedbackresistenten Serin- 
Acetyltransf erasen auf Plasmiden mit niedriger Kopienzahl zu 
exprimieren. 

BekanntermaBen weist der Express ions vektor neben den 

f eedbackresistenten cys-E Allel vorzugsweise noch die im 

folgenden beschriebene, zusStz lichen Element e auf. 

Die auf dem Vektor bef indlichen, kodierenden Sequenzen sind 
vorteilhaf terweise mit regulator ischen Elementen, die fiir 
die Expression der kodierenden Sequenzen in dem gewiinschten 
AusmaB notwendig sind, verkniipft. 

Beispiele dieser regulatorischen Elemente sind Promotoren, 
ribosoroale Bindungsstellen und Terminat ions-Sequenzen . In 
den meisten Fallen werden die nativen, regulatorischen cysE - 
Sequenzen fiir die Expression der erf indungsgemSBen Mutanten 
verwendet. Es konnen jedoch auch beliebige andere 
regulatorische Sequenzen eingesetzt werden. 

Neben den regulatorischen Elementen befinden sich auf dem 
Expressionsvektor vorzugsweise auch Sequenzen, die fiir 
selektive Marker und/oder Reporter-Gene kodieren. Die 
Expression derartiger Selektionsmarker erleichtert die 
Identif izierung von Trans formant en. Als Selektionsmarker 
geeignet sind Gene, die fiir eine Resistenz gegeniiber z.B. 
Ampicillin, Tetracyclin, Kanamycin, Chloramphenicol Oder 
ander n Antibiotika kodier n. 
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Wenn die erf indungsgemaBe Mutante extrachromosomal 
repliziert werden soil, sollte der Plasmidvektor 
vorzugsweise einen Ursprungspunkt der Replikation enthalten. 
Die strategien zur Integration von Genen in das Chromosom 
mit Hilfe von Vektoren, denen der Ursprungspunkt der 
Replikation entfernt wurde, sind Stand der Technik (Winans 
et al., 1985; J. Bacteriol. 161 : 1219 - 1221; Shevell et 
al., 1988; J. Bacteriol, 170 ; 3294 - 3296; Kulakauskas et 
al. 1991, J. Bacteriol. 173 : 2633 - 2638). 

Beispiele fiir Vektoren, die in E. coli autonom replizierbar 
sind, sind bei Pouwels, P.H., Enger-Valk, B.E., Branuner, 
W.J. 1985, Cloning Vectors, Elsevier, Amsterdam aufgefilhrt. 

Solche Vektoren sind beispielsweise: 

Plasmide mit hoher Kopienzahl vie z.B. pBR322, pUC18 
Plasmide mit mittlerer bis niedriger Kopienzahl wie z.B. 
pACYC184 , pACYC177 und pSClOl 
Phagenvektoren wie z.B. Ml 3 -Vektoren. 

Bevorzugt geeignet sind Vektoren mit mittlerer bis niedriger 
Kopienzahl; besonders bevorzugt sind Vektoren mit einem 
plSA-Replikon, wie pACYC184 (ATCC37033) oder pACYC177 
( ATCC3 7031) gee ignet . 

Eine groBe Anzahl von Vektoren fur andere Bakterien sind 
ebenfalls in der Literatur beschrieben (Pouwels, P.H., 
Enger-Valk, B.E., Bramxner , W • J • 1985, Cloning Vectors, 
Elsevier, Amsterdam) . Mit diesen Vektoren ist die Expression 
der erf inungsgemaBen Mutanten in anderen Bakterien moglich. 

Geeignete rekombinante Vektoren konnen mit den 
Standardtechniken zur Her stel lung rekombinanter DNS erzeugt 
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werden. Oiese Techniken sind ausfiihrlich in 
Standard lehrbiichern dargestellt. 

Ein geeigneter Wirtsstamm wird mit einem Express ions vek tor , 
der die fiir eine Cystein-insensitive Serin-Acetyltransf erase 
kodierende Transkriptionseinheit enthSlt, transf ormiert . 

Als Wirtsstamme werden StSmme, die Cystein-sensitive 
Proteine enthalten, wie z.B. Prokaryonten oder Hefen 
verwendet . 

Vorzugsweise werden E.coli WildtypstSmme oder Stamme 
verwendet, in welchen das endogene cysE-Gen inaktiviert ist 
und durch ein erf indungsgem&fie cysE-Gen kotnplementiert wird* 
Derartige Zellsysteme eignen sich fllr die tiberproduktion von 
L-Cystein und daraus abgeleiteten Metabolite. 

Bei der Fermentation von Stammen, enthaltend mindestens ein 
feedbackresistentes cysE-Allel, zeigt sich, daB Stamme, die 
ein feedbackresistentes cysE-Allel mit einem Kj^-Wert 
zwischen 0,015 und 2,3 mM in Gegenwart von 1 mM L-Serin und 
0,1 mM Acetyl-CoA beherbergen, signifikant gSBere Mengen an 
Cystein ausscheiden. 

Erf indungsgemSBe Serin-Acetyltransf erasen lassen sich auch 
durch Verwendung von Antisense~RNA erzeugen. Es gehSrt zum 
Stand der Technik, durch die sogenannte Umkehrgenetik 
(Reverse Genetik) unter Verwendung von Antisense-RNA gezielt 
Genaktivit&t zu blockieren oder zu modif izieren (Inouye, 
1988, Gene 22: 25 - 34). Antisense-RNA ist das 
Transkriptionsprodukt desjenigen DNS-Stranges, der 
komplementar zu dem fttr das Protein kodierenden Strang ist. 
Es ist mSglich, die Cystein-Sensitivitat der Serin- 
Acetyltransf erase in vivo dadurch zu reduzieren, daB man 
Uber Expressionsvektoren Antisense-RNAs produziert, die zu 
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einem definierten Bereich des 3'-kodierenden Stranges der 
nativen oder transf orraierten cvsE -Gene koinplement&r sind. 
Hierbei lagert sich die Antisense-RNA spe2ifisch an 
Zielsequenzen der cysE -mRNA an und verursacht dadurch die 
Synthese von erf indungsgemSBen Serin-Acetyl transf erase- 
Enzymen, die am Carboxyterminus verkUrzt sind und analog den 
Deletionsmutanten von Beispiel 3 gegenttber dem Inhibitor L- 
Cystein eine verringerte SensitivitSt aufweisen. 

Eine zus&tzliche Aufgabe war es, fiir eine optimale 
CysteinUberproduktion mittels erf indungsgeroaBer 
Mikroorganismen geeignete Schwefelquellen bereitzustellen. 

tiberraschenderweise wurde gefunden, daft eine intrazellulare 
Oberproduktion von O-Acetylserin, ausgelost durch Verwendung 
der erf indungsgemSBen Serin-Acetyltransf erase-Mutanten in 
Verbindung mit einem geeigneten N&hrmedium, zu einem 
deutlichen Anstieg der extrazellulSren Cysteinkonzentration 
fiihrt. Demnach sind die erf indungsgemSBen Serin- 
Acetyltransferase-Mutanten geeignet fiir eine Cystein- 
Uberproduktion . 

Hierflir muB einem erf indungsgemSBe Mikroorganismus im 
Produktionsmedium eine ausreichende Menge an Schwef eldonoren 
bereitgestellt werden. 

Geeignete Schwefeldonoren ftir eine CysteinUberproduktion 
sind alle anorganischen Schwefelverbindungen. Bevorzugt sind 
Sulfate, Sulfite, Sulfide, Dithionite, und Thiosulfate 
geeignet. Besonders bevorzugt ist Thiosulfat zur optimalen 
Cysteinproduktion geeignet. 

Eine weitere Steigerung der Cysteinausbeute kann durch 
zusStzliche Ober express ion der sulf atreduzierenden (kodiert 
durch die Gene cysD , Q, fl, G, I, J) und der sulfhydrierenden 
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Enzyme (kodiert von den Genen cvsK und cvsM ) erzielt 
werden. 

Eine weitere Steigerung der Cysteinausbeute ist moglich 

a) durch eine Deregulierung des Regulatorproteins cysB 
auf Genebene im Sinne einer konstitutiven Expression. 
Das cysB-Protein fungiert als ttbergeordnetes 
Regulationsprotein der Cystein-Biosynthese in E.coli 
(Kredich, N. M. , 1987, Biosynthesis of Cysteine. In: 
Neidhardt F. C, Ingraham, J. L. , Magasanik, B. , Low. K. 
B., Schaechter, M. , Umbarger, H. E. (eds) Escherichia 
coli and Salmonella typhimurium : cellular and molecular 
biology, Vol. 1. American society for Microbiology, 
Washington D. C, 419 - 428). 

b) durch Kombination von ser-A Genen, ausgewahlt aus der 
Gruppe serA-Wildtyp und serA-Genen kodierend fiir eine 
Phosphoglyceratdehydrogenase mit verringerter 
Serinsensitivitat mit er f indungsgemaBen cys-E Genen. 

c) durch externe Zufiitterung von Serin. 

Bevorzugterweise wird das Gen der nativen, Cystein- 
sensitiven Serin-Acetyltransf erase im wirtsstamm 
inaktiviert, so daB eine alleinige Synthese der uber 
Transformation in den jeweiligen Stamm eingeftthrten Cystein- 
insensitiven Serin-Acetyltransf erase gewShrleistet ist. Es 
existieren zahlreiche Vorschriften Uber die Inaktivierung 
nativer Gene in E. coli (Hamilton et al., 1989, J. 
Bacteriol. 171: 4617 - 4622; Russel et al., 1989, J. 
Bacteriol. 171 : 2609 - 2613; Shen and Huang, 1986, Genetics 
112: 441 - 457; Jasin and Schimmel, 1984, J. Bacteriol. 
159 : 783 - 786) . 
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Ebenso bevorzugt wird die Integration einer singularen Kopie 
desjenigen Gens, das fiir eine verSnderte Serin- 
Acetyltransf erase kodiert, in das wirtsgenom. 

Beschreibungen und Referenzen fttr diese Techniken sind in 
folgenden Publikation zu f indent Shevell et al., 1988, J. 
Bacterid. 170 : 3294 - 3296; Kulakauskas et al., 1991, J, 
Bacterid. 173 : 2633 - 2638. 



Vorzugsweise werden cysE-Allele unterschiedlichen Kj/s auf 
einen Vektor niederer Kopienzahl kloniert und in den 
entsprechenden Produktionsstamm transf ormiert . 

Fig. 1 zeigt die Biosynthese von L-Methionin, ausgehend von 
Homoserin. 

Fig. 2 zeigt die Biosynthese von Glutathion, ausgehend von 
Glutamat. 

Fig. 3 zeigt die Biosynthese von Biotin, ausgehend von 
Dethiobiotin. 

Fig. 4 zeigt die Biosynthese von L-Cystein in E. coli, 
ausgehend von Glucose. 

Fig. 5 zeigt die AminosSureabf olge der Serin^- 
Acetyltransf erase aus E» coli. 

Fig. 6 zeigt die DNS-Sequenz des E. coli cysE-Gens und die 
von dieser Sequenz abgeleitete AminosSuresequenz der Serin- 
Acety Itransf erase . 

Fig. 7 zeigt die Restriktionskarte des Plasmids pPl aus 
Beispiel 1 enthaltend ein feedbackresistentes cysE-Allel, 
kloniert als 2.25 kb Pvul I -Fragment in pUC19. 
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Fig. 8 zeigt das Plasmid pPC43 aus Beispiel 2 , enthaltend 
das cysE-Wildtyp-Gen als 1.15 kb groSes EcoRI/BamHI-Fragm nt 
in pBluescript. 

Fig. 9 zeigt die Plasmidkarte von pACYC184-LH aus Beispi 1 
3 enthaltend ein f eedbackresistentes cysE-Allel roit 
carboxyterminaler Deletion r und aus Beispiel 4 enthaltend 
ein f eedbackresistentes cysE-Allel mit verschiedenen 
Basenaustauschen . 

Die folgenden Beispiele dienen der weiteren ErlSuterung der 
Erf indung: 

Beispiel 1 

Isolierung von E. coli-Mutanten nit Cystein-insensitiven 
Serin-Acetyltransferase-Enzy»en 

Durch Reversion auxotropher E. col i -St amine ist es moglich, 
Regulationsmutanten zu erzeugen. Mutanten mit den 
gewiinschten Eigenschaf ten (Cystein-Insensitivitat der Serin- 
Acetyltransf erase) werden unter den Revertanten Cystein- 
auxotropher cysE-E. coli-StSmme gesucht. 

Fiir die Isolierung der Revertanten wurden die Cystein- 
auxotrophen JE^ coli -Stamme JM15 (CGSC # 5042: cysESO . tfr- 
j£) , und JM39 (CGSC # 5043: cysE51 . tf r-8) . hinterlegt bei der 
Deutschen Sammlung fiir Mikroorganismen in Braunschweig unter 
der Hinterlegungsnummer DSM 10173 verwendet. Zur Erzeugung 
von Cystein-prototrophen Revertanten wurden diese Stamme mit 
dem Mutagen Nitrosoguanidin nach Miller, J. H. (1972), 
Experimen ts in Molecular Genetics, Cold Spring Harbor Press: 
125 - 129 , Cold Soring Harbor Laboratory behandelt. Auf 
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Cystein-freiem Minima 1 medium wurde nach Cystein-prototrophen 
Revertanten gesucht. Etwa 1000 der erhaltenen Revertanten 
wurden im KreuzfUtterungsexperiment zunSchst auf 
Cysteinausscheidung getestet. Dazu wurden die zu testenden 
Revertanten auf Cystein-f reies Minimalmedium (12 g/L K 2 HP0 4 , 
3 g/L KH 2 P0 4 , 5 g/L (NH 4 ) 2 S0 4 , 0,3 g/L MgS0 4 x 7 H 2 0, 0 f 015 
g/L CaCl 2 x 2 H 2 0, 0,002 g/L FeS0 4 x 7 H 2 0, 1 g/L Na 3 Citrat 
x 2 H 2 0, 0,1 g/L NaCl, 15 g/L Bacto-Agar, 1 xnl/L 
Spurene lenient losung, bestehend aus 0 r 15 g/L Na 2 Mo0 4 x 2 H 2 0, 
2,5 g/L H 3 B0 3f 0,7 g/L CoCl 2 x 6 H 2 0, 0,25 g/L CuS0 4 x 5 
H 2 0, 1,6 g/L MnCl 2 X 4 H 2 0, 0,3 g/L ZnS0 4 x 7 H 2 O f das mit 1 
% Glucose supplement iert und mit 5 x 10 6 Zellen des cystein- 
auxotrophen Indikatorstammes JM39 pro ml beimpft war, 
ausgebracht und 48 Stunden bei 37 °C inkubiert. Der Radius 
des Ftitterhofes um die Testkolonie (Halo) wurde als 
semiquantitatives MaB fiir die Cysteinausscheidung durch den 
Teststamm genommen. Alle Revertanten, die eine Wachstumszone 
grdBer als 2 mm aufwiesen, wurden als positiv eingestuft und 
nach mehreren Reinigungsausstrichen isoliert und 
konserviert . 

Zur Untersuchung der biochemischen Grundlage fttr die 
Cysteinausscheidung der Revertanten wurde die AktivitSt der 
Serin-Acetyltransf erase in vitro bestimmt, sowie ihre 
Hemmbarkeit durch Cystein gemessen. Filr die Bestimmung 
wurden S30-Extrakte (20 min bei 30 000 g und 4°c 
zentrifugierte Zellauf briiche) der ausgewahlten Revertanten, 
der Ausgangsst&mme sowie des Vergleichsstamms E. coli W3110 
(ATTC 27325) verwendet. Es wurde eine Reihe von Revertanten 
gefunden, deren Serin-Acetyltransf erase-Aktivitat in 
Gegenwart verschiedener Konzentrationen des Inhibitors L- 
Cystein noch eine signifikante Restaktivitat aufwies (Ki* 
Wert zwischen 5 und 50 juM) • 
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Zur Bestimmung der BefShigung zur Cysteinausscheidung im 
FlUssigmedium mittels guantitativer Cysteinbestimmung vurden 
50 ausgewahlte cvsE -Revertanten in 20 ml 

Standardproduktionsmediuro tiber einen Zeitraum von 48 Stunden 
bei 30°C und 170 Upm inkubiert. Das 

Standardproduktionsmediuin bestand aus 15 g/L Glucose, 0,08 
g/L Bactotrypton , 0,04 g/L Hefeextrakt, 5 mg/L Vitamin Bl, 3 
g/L KH 2 P0 4 , 12 g/L K 2 HP0 4 , 0,3 g/L MgS0 4 x 7 H 2 0, 0,1 g/L 
NaCl, 5 g/L (NH 4 ) 2 S0 4 , 14,7 mg/L CaCl 2 x 2 H 2 0, 2 mg/L FeS0 4 
x 2 H 2 0, 1 g/L Na 3 Citrat x 2 H 2 0, 5 g/L Na 2 S 2 0 3 x 5 H 2 0 und 
1 ml/L Spurenelementldsung (vgl. oben) . Nach 24 und 48 
Stunden vurde jeweils eine Probe (10 /il) entnommen, 
gegebenenf alls verdvinnt, und im zellfreien Oberstand die 
Cysteinkonzentration calorimetrisch nach Gaitonde, M. K. 
(1967), Biochem. J. 104: 627 - 633, bestimmt. Das AusmaB der 
Cysteinausscheidung dieser Mutanten variierte von 5-60 mg/L 
Cystein im Kulturtiberstand. Im E.coli-Wildtypstamm hingegen 
konnte vergleichsweise keinerlei Cysteinausscheidung 
nachgewiesen werden. Aus diesem Screening wurden 8 
Revertanten ausgewShlt, deren Cysteinausscheidung zwischen 
40 und 60 mg/L lag. 

Ftir die exakte Analyse der genetischen Grundlage der 
Endprodukt-Resistenz der Serin-Acetyltransf erasen dieser 8 
Mutanten wurden deren cysE -Strukturqene kloniert und deren 
DNS-Sequenz bestimmt* 

Da die DNS-Sequenz des cysE -Wildtyp-Gens sowie die 
chromosomale Restriktionskarte der das cysE-Gen 
f lankierenden Regionen von E» coli bekannt ist (Denk und 
Bock, 1987, J. Gen. Microbiol. 133 : 515 - 525), weiB man, 
dafi das cysE-Strukturgen auf einem 2,25 kb groBen PvuII-DNS- 
Fragment 1 iegt . 
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Zur Klonierung der fttr die Cystein-insensitiven Serin- 
Acetyltransf erasen kodierenden cvsE -Gene wurde die 
chromosomale DNS der selektierten Revertanten vollstSndig 
mit PvuII hydrolysiert , das DNS-Hydrolysat tiber ein 
preparatives Agarosegel aufgetrennt und die DNS im 
GrdBenbereich von 2 - 3 kb isoliert. Das isolierte PvuII- 
Hydrolysat wurde mit dem Smal-linearisierten und mit 
alkalischer Phosphatase dephosphorylierten Plasmid-Vektor 
PUC19 (erhSltlich bei der Fa. Boehringer Mannheim) mittels 
T4 DNS-Ligase verkntipft. 

Der Cystein-auxotrophe cysE -Stamro JM15 (CGSC#5042) wurde mit 
dem jeweiligen Ligationsgemisch transf ormiert und die 
Selektion auf cysteinf reiem, axnpicillinhaltigem (50 mg/L) 
Minimalmedium vorgenomraen. Die selektierten und die die 
Cystein-Auxotrophie des Wirtsstammes komplementierenden 
Plasmide (vgl. Fig. 7) wiesen im Restriktionsmuster das fUr 
das cysE -Gen erf orderliche Spaltmuster auf (Denk und Bock, 
1987, J. Gen. Microbiol. J.33 : 515 - 525). Auch im 
Kreuzfiitterungstest verursachten die selektierten 
Transformanten ein intensives Wachstum des Indikatorstammes 
JM35 (Halo > 4 mm) . Die Aktivitatsbestimmung der Serin- 
Acetyltransf erase in Zellextrakten dieser cysE-Mutanten , di 
durch 20 min Zentrifugation bei 30 000 g und 4°C gewonnen 
wurden, ergab eine reduzierte Sensitivitat gegeniiber L- 
Cy stein. Zur exakten Identif izierung der zur Endprodukt- 
Resistenz fiihrenden Veranderungen im Strukturgen der 
einzelnen cysE *-Allele wurde deren DNS unter Verwendung 
cysE-Gen spezifischer Oligonukleotide sequenziert und die 
ermittelten Nukleotidsequenzen mit der des cysE-wildtypgens 
verglichen. Dieser Vergleich der Nukleotidsequenzen ergab 
die in folgender Tabelle 2 zusammengefaBten Unterschiede zur 
DNS- und AminosMuresequenz der Wildtypform (vgl. Fig. 5 und 
6). 
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Tab. 2: Feedbackresistente cysE-Allele, entstanden durch 
chemische Mutagenese 

cysE-Mutante NuXleotid- Aminosaure- K± (j*M) 

Austausch (Nr.) Austausch (Nr.) 



cysEII 


GGC->AGC 


(934) 


Gly238->Ser238 


10 


cysEIII 


GGT->GAT 


(716) 


Glyl65->Aspl65 


10 


cysEVII 


GCT->GTT 


(932) 


Ala237->Val237 


10 


cysEX 


ACG->GCG 


(721) 


Thrl67->Alal67 


50 


cysEXI 


GGT->AGT 


(955) 


Gly245->Ser245 


700 




ACG->GCG 


(721) 


Thrl67->Alal67 




cysEXII 


AAA->CAA 


(511) 


Lys97->Gln97 


40 




GGC->AGC 


(934) 


Gly2 38->Ser238 






TTT->TTG 


(1023) 


Phe267->Leu267 




cysEXIII 


GTT->GCT 


(713) 


Vall64->Alal64 


30 




TTT->TTG 


(1023) 


Phe267->Leu267 




cysEXVl 


GAT->GGT 


(971) 


Asp250->Gly250 


50 




AAG->TAG 


(973) 


Lys251->Stop251 





Beispiel 2 

Erzeugung von EndproduJct- insensitiven Serin- 

Acetyl transferasen durch gezielte Basenaustausche in cysE- 

StruXturgen 

In Beispiel 1 wurden insgesamt 8 verschiedene cysE -Allele 
beschrieben, die aufgrund von Basenaustauschen und dam it 
einhergehender Aminosaureveranderungen eine betrMchtliche 
Insensitivierung der Serin-Acetyltransf erase gegeniiber dem 
Inhibitor L-Cystein aufweisen. Diese verSnderten Enzyme 
unterscheiden sich nicht nur in der Position der zur 
Resistenz fUhrenden AminosMureaustausche, sondern teilweise 
auch im Mafi der SensitivitSt gegentiber dem Inhibitor L- 
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Cystein. Durch ortsspezif ische Mutagenese wurden endprodukt- 
resistente Serin-Acetyltransf erase-Enzyme mit neuen 
Eigenschaf ten konstruiert, in welche die in Beispiel 1 
beschriebenen AminosSureaustausche untereinander kombiniert 
wurden. Die daftir notwendigen Mutagenesen wurden gemSB dem 
Stand der Technik nach der von Kunkel et al. (1987) f Meth. 
Enzymol. 154 ; 367 - 382, beschriebenen Methode durchgef Uhrt . 

Als Ausgangsplasmid fUr die Mutagenesen wurde das in Fig. 8 
dargestellte c^sE-Plasmid pPC4 3 (hinterlegt bei der 
Deutschen Sammlung ftir Mikroorganismen, Braunschweig, unter 
der H inter legung snummer DSM 10171) verwendet, welches das 
1,15 kb groBe cysE -Wildtypqen in der EcoRI-BamHI-Stelle des 
Phagemid-Vektors pBluescriptll SK+ (Fa. Stratagene, 
Heidelberg) enthMlt. Dieses sygE-WT-Gen wurde nach der 
Methode der Polymerasekettenreaktion (PCR) (Saiki et al. 
1988, Science 239 : 487 - 491) aus der genomischen DNS des E. 
coli Wildtypstairanes W3110 (ATTC 27325) amplif iziert . 
Verwendet wurden die Oligonukleotide c^sg-fwl (SEQ ID NO: 3) 
("sense-Primer") und c ysE -revl (SEQ ID NO: 4) ("antisense- 
Primer") . Die Nukleotidsequenz dieser Primer setzt sich wie 
folgt zusammen: 

cysE-fwl: (SEQ ID NO: 3) 

5 ' -GCC TGGATCC TGCAGTCG ACCTGGCGCATCGCT«X^3CGTTG- 3 ' 

der fett markierte Anteil entspricht Basen 9-30 aus der 
cysE-DNS-Sequenz von Fig. 6, unterstrichen ist die 
inkorporierte BamHI-Stelle. 



CYs£-revl: (SEQ ID NO: 4) 
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5 ' -GTAGGAGCTCTGCAGAATTCGGGTATCOGGGAGCGGTATTC-3 ' , 

der fett markierte Anteil entspricht Basen 1106-1126 aus der 
cysE-DNS-Sequenz von Fig. 6, unterstrichen ist die 
inkorporierte EcoRI-stelle. 

Die PCR-Experimente wurden in 30 Zyklen in Gegenwart von 200 
lM Deoxynukleotidtriphosphaten (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) , je 
1 jxM des entsprechenden Oligonukleotids, 100 ng W3110-DNS, 
Reaktionspuf f er (10 mM Tris-HCl pH 8,3, 50 mM KCl, 1,5 mM 
MgCl2f 0.01 % Gelatine) und 5 Einheiten einer hitzestabilen 
Vent-DNS-Polymerase (Fa.Biolabs) in einem Therxnocycler 
(Gene-ATAQ-Controler, Fa .Pharmacia) unter folgenden 
Bedingungen durchgef tthrt : 96 °C, 1,5 min; 62 °C, 1 min; 72 
°C, 3 min. Das Amplif ikationsprodukt wurde mit BamHI und 
EcoRI hydrolysiert , liber ein Agarosegel gereinigt und als 
1,15 kb groBes DNS-Fragment in den mit BamHI und EcoRI 
linear isierten Phagemid-Vektor Bluescriptll SK+ kloniert, 
wobei das cvsE -Piasmid pPC43 entstand (Fig, 8) . 

Die gewtinschten Mehrf achmutanten wurden nach folgender 
Vorgehensweise erstellt: 

1) Herstellung des cysE-IV-Allels: Doppelmutante Val 2 37 + 
Ser 238 

Ausgehend vom cvsE -wildtvo-Plasmid pPC43 wurde durch 
ortsspezif ische Mutagenese unter Verwendung des 
Mutationsoligonukleotids sysl-Mut-1 (SEQ ID NO: 5) (Tab. 3) 
zunMchst an Position 238 an Stelle des Glycins ein Serin und 
in die dabei erzeugte cysE-Mutante pPC34 unter Verwendung 
des Mutationsoligonukleotids cy^E-Mut-3 (SEQ ID NO: 6) (Tab. 
3) an Position 237 anstelle des Alanins ein Valin 
eingefuhrt, wobei das cvsE - IV- A 1 1 e 1 entstand. 
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2) H rst Hung d s cysE-VIII-Allels: Doppelmutante Val 237 + 

Ausgehend vom cysE-Wildtyp-Plasmid pPC43 wurde durch 
ortsspezif ische Mutagenese unter Verwendung des 
Mutationsoligonukleotids cysE -Mut-6 (SEQ ID NO: 7) 
(Tab. 3) an Position 256 fttr das Methionin ein Isoleucin 
eingeftihrt, wobei das cysEI-Allel entstand. In dieses wurde 
mittels Mutationsoligonukleotid cysE-Mut-3 (SEQ ID NO: 6) 
(Tab. 3) anstelle des Alanins an Position 237 ein Valin 
eingeftihrt. Dabei entstand das Allel cysE-VIII. 

3) Herstellung des CysE-VI-Allels: Doppelmutante Ser 238 + 
11^256 

In das cysE-I-Allel (Mutante Ile 2 56) wurde mit Hilfe des 
Mutationsoligonukleotids cysE -Mut-1 (SEQ ID NO: 5) (Tab. 3) 
an Position 238 anstelle des Glycins ein Serin eingefiihrt, 
wobei das cysE-Vl -Allel entstand. 

4) Herstellung des cysE-V-Allels: Dreif achmutante Val 237 + 
Ser 238 + Ile 256 

In dem cysE-IV-Allel (Doppelmutante Val 237 + Ser 238 ) wurde 
mit Hilfe des Mutationsoligonukleotids cysE -Mut-6 (SEQ ID 
NO: 7) (Tab. 3) das Methionin an Position 256 durch ein 
Isoleucin ersetzt. Dabei entstand das cysE-V-Allel . 

5) Herstellung des cysE-XIV-Allels: Doppelmutante Ala 167 + 
Stop 251 

Ausgehend vom Allel cysE-Del255 (vgl. Beispiel 3) wurde 
unter Verwendung des Mutationsoligonukleotids cysEHMut-10 
(SEQ ID NO: 8) (Tab. 3) an Position 167 anstelle des 
Threonins ein Alanin eingeftihrt, wobei das cysE-XIV-Allel 
entstand • 
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6) Herstellung des cysE-XVII-Allels: Doppelmutante Asp 165 + 
Alal67 

Ausgehend von cysE-III-Allel (Mutante Asp 165 ^ vgl. Beispiel 
1) wurde mit Hilfe des Oligonukleotids cysE-Mut-10 (SEQ ID 
NO: 8) (Tab. 3) die AminosSure Threonin an Position 167 
durch ein Alanin ersetzt. Hierbei entstand das Allel cysE- 
XVII. 

7) Herstellung des cysE-XXIII-Allels: Dreif achmutante Alai$7 
+Val 2 37 + Se *238 

In das cysE-IV-Allel (Doppelmutante Val237+Ser238> wurde 
unter Verwendung des Mutationsoligonukleotids cysE-Mut-10 
(SEQ ID NO: 8) (Tab. 3) an Position 167 anstelle des 
Threonins ein Alanin eingefiihrt, wobei das cysE-XXIII-Allel 
entstand • 

Die Korrektheit der eingeftthrten Mutationen wurde durch DNS- 
Seguenzanalyse des gesamten Strukturgens der jeweiligen 
Mutante uberprtift. Eine Obersicht der cy££*-Mehrf achmutanten 
findet sich in Tab. 4. 

Fiir die Bestimmung der biochemischen Parameter wie 
Enzymaktivitat und Hemmkonstante wurde analog zu der 
Beschreibung in Beispiel 1 vorgegangen. 
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Tab. 4: Feedbackresistente cysE-Allele, entstanden durch 
gezielte ortsspezif ische Mutagenese 



cysE-Mutante 



Nukleotid- 
Austausch ( Nr . ) 



AminosSure 
Austausch (Nr.) 



Ki(MM) 



cysEIV 



GCT->CTT(932) 
GGC->AGC(934) 



Ala237->Val237 
Gly238->Ser238 



40 



cysEV 



GCT->GTT(932) 
GGO>AGC(934) 
ATG->ATA(990) 



Ala237->Val237 
Gly238->Ser238 
Met256->Ile256 



10 



cysEVl 



GGC->AGC(934) 
ATG->ATA(990) 



Gly238->Ser238 
Met256->Ile256 



10 



cysEVIII 



GCT->GTT(932) 
ATG->ATA(990) 



Ala237->Val237 
Met256->Ile256 



30 



cysEXIV 



ACG->GCG(721) Thrl67->Alal67 
ATG->TAG (988+989) Met256->Stop256 



>1000 



cysEXVII 



GGT->GAT(716) 
ACG->GCG(721) 



Glyl65->Aspl65 
Thrl67->Alal67 



100 



cysEXXIII 



ACG->GCG(721) 
GCT->GTT(932) 
GGC->AGC(934) 



Thrl67->Alal67 
Ala237->Val237 
Gly238->Ser238 



2300 
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Beispiel 3 

Erzeugung von Endprodukt-insensitiven Serin-* 

Acetyl transfer a sen durch kontrollierte Verkurzung des 

Car boxy -Tern inus des Enzyms mittels PCR 

Gezielte Veranderungen von einzelnen oder mehreren 
AminosSuren innerhalb eines Proteins sind Stand der Technik 
und lassen sich mittels PCR-Technologie (Saiki et al., 1988, 
Science 239 : 487 - 491) unter Verwendung geeigneter 
Mutationsprimer auf DNS-Ebene gut durchfilhren. FUr die 
Expression der verSnderte Proteine werden die erhaltenen 
PCR-Produkte in ein geeignetes Plasmid-/Wirtssystem 
kloniert. 

Unter Verwendung der in Tab. 5 dargestellten Oligonukleot id- 
Primer wurden aus der genomischen DNS des E.coli 
Wildtypst amines W3110 (ATTC 27325) cysE-Mutanten init 
carboxyterminalen Deletionen unterschiedlicher Lange 
hergestellt, die in Tab. 6 zusamroengestellt sind. 

Die PCR-Experimente wurden in 30 Zyklen in Gegenwart von 200 
MM Deoxynukleotidtriphosphaten (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) , je 
1 der Oligonukleotide des "sense-Primer" cysE -LHfwl (SEQ 
ID NO: 9) und dem entsprechenden "antisense-Primer" (SEQ ID 
NO: 10-23) (Tab. 5), 100 ng W3110-DNS, Reaktionspuf f er (10 
mM Tris-HCl pH 8,3, 50 mM KCl, 1,5 fflM MgCl 2 , 0,01 % 
Gelatine) und 5 Einheiten einer hitzestabilen Vent-DNS- 
Polymerase (Fa. Biolabs) in einem Thermocycler (Gene-ATAQ- 
Controler, Fa. Pharmacia) unter folgenden Eedingungen 
dur chgef tthrt : 96 °C, 1,5 min; 62 °C, l min; 72 °C, 3 min. 
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SYSE-LHfwl (SEQ ID NO: 9) 

5 ' -TGG ACCAGAGCTCTGG CTGGOSCATCGCTTCGGCGTTG~ 3 ' 

Der fettmarkierte Anteil entspricht Basen 9-30 der cysE- 
Sequenz von Fig. 6, unterstrichen ist die inkorporierte 
Bs tXI / SacI -Ste 1 le . 

Das nach Amplif ikation entstandene Produkt vurde mit den 
Enzymen SacI und Nsil hydrolysiert., anschlieBend tiber ein 
Agarosegel gereinigt und das jeweils isolierte cysE-DNA- 
Fragment in den rait SacI und Nsil linearisierten Vektor 
PACYC184-LH /DSM 10172) (vgl. Fig. 9) ligiert. Der jeweilige 
Ligaseansatz vurde in den Cystein-auxotrophen cysE-Stamm 
JM15 (CGSC#504 2) transf ormiert und die Selektion auf 
Cystein-freiem, Tetracyclin-haltigem (20 mg/1) 
Minimalmediuxn vorgenommen. 

Die aus dieser Klonierung hervorgegangenen Plasmide wurden 
entsprechend ihres DeletionsausmaBes als pACYC184/cysE-Del 
bezeichnet (vgl. Fig. 9 zur Plasmidkarte) . Die Bestimmung 
der enzymatischen AktivitSt und der Hemmkonstante sowie 
der Kreuzfiitterungstest wurden analog der Beschreibung in 
Beispiel 1 vorgenommen. Die Korrektheit der eingefiihrten 
Deletionen wurde durch DNS-Sequenzanalyse best&tigt. 

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Tab. 6 
zusammenges t el 1 t • 
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Der fett markierte Anteil entspricht den jeweilig n Basen in 
der Sequenz der Fig- 6, unterstrichen ist die Nsil- Stelle 

Tab. 6: Feedbackresistente cysE-Allele, entstanden durch 
carboxyterminale Deletionen 



cysE-Mutante 


Anzahl deletier- 


Teminale 


*i ( 




tier AainosSuren 


Aminos£uren 




cysE-Del271 


2 


Asp271 


0 


cysE-Del270 


3 


Gly270 


0 


cysE-Del268 


5 


G1U268 


0 


cysE-Del263 


10 


Ile263 


0 


cysE-Del259 


14 


His259 


7,5 


cysE-Del258 


15 


Gln258 


5 


cysE-Del257 


16 


Asp257 


7,5 


cysE-Del256 


17 


Met256 


12,5 


cysE-Del255 


18 


Asp2 55 


30 


cysE-Del250 


23 


Asp2 50 


20 


cysE-Del249 


24 


Ser249 


15 


cysE-Del248 


25 


Asp248 


12,5 


cysE-Del245 


28 


Gly245 


0 


cysE-Del239 


34 


Val239 


0 


cysE-De!227 


46 


Leu227 


0 



Beispiel 4 

Trans f ornation eines E. coli-Wirtsstammes mit. verSnderten 
Serin-Acetyltransferasen zur Uberproduktion von L-Cy stein 
bzw. L-Cystein-vervandfcen Produkten in Schiittelkolben 

Fur die Produktion wurde der Vektor pACYCl84-LH, der sich 
durch eine niedrige Kopienzahl auszeichnet, verwendet. 
Hierftir wurden die cysE-Gene auf den Plasxniden aus den 
Beispiel n 1 und 2 durch PCR amplifizi rt. 
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Die PCR-Exp riment wurden in 30 Zyklen in G genwart von 
200jjM Deoxynukleotidtrphosphaten (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) , 
je 1 iM der Oligonukleotide des "sense-Primer" cysE-LHfwl 
(SEQ ID NO: 9) und des entsprechenden "antisense Primer" 
cysE-LHrevl (SEQ ID NO: 24) , 10 ng jeweilige Plasmid-DNA, 
Reaktionspuf fer (10 mM Tris-HCl pH 8,3, 50 mM KC1, 1,5 mM 
MgCl 2 r 0,01 % Gelatine) und 5 Einheiten einer hitzestabilen 
Vent-DNA-Polymerase (Fa. Biolabs) in einem Thermocycler 
(Gene-ATAQ-Controler, Fa. Pharmacia) unter folgenden 
Bedingungen durchgef tthrt : 96°C, 1,5 min; 62°C, 1 min; 72°C # 
3 min. 

cysE-LHfwl (SEQ ID NO: 9) 

5 ' -TGGA CCAGAGCTCTGG CTXXXX^CATCGCTTOGGCGTTG- 3 ' 

Die unterstrichenen Basen entsprechen den inkorporierten 
Restriktionsschnittstellen BstXI und SacI , die restlichen, 
fett gedruckten Basen entsprechen Position 9-30 der cysE- 
Seguenz von Fig. 6. 

cysE-LHrevl (SEQ ID NO: 24) , 

5 ' -CTCG ATGCAT TACGTAGGGGTATCCGGGAGOGGTATTG- 3 ' 

Die unterstrichenen Basen entsprechen der inkorporierten 
Restriktionsschnittstellen Nsil, die restlichen, fett 
gedruckten Basen entsprechen Position 1106 - 1127 der cysE- 
Seguenz von Fig. 6. 

Das nach der Amplif ikation entstandene Produkt wurde mit den 
Enzymen SacI und Nsil hydrolysiert , anschlieBend liber ein 
Agarosegel gereinigt und das jeweils isolierte cysE-DNA- 
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Fragment in den mit SacI und Nsil linearisierten Vektor 
pACY C 184 -LH (DSM 10172) ligiert. 

Der jeweilige Ligaseansatz wurde in den cysteinauxotrophen 
cysE-Stamm JM15 (CGSC#5042) transf ormiert und die Selektion 
auf cysteinf reiem, tetracyclinhaltigem (20 mg/L) 
Minima lmedium vorgenommen . Die aus dieser Klonierung 
hervorgegange Reihe an f eedbackresistenten cysE-Plasmiden 
wurde als pACYC184/cysE (vgl. Fig. 9) bezeichnet, wobei 
jeder Klon mit der entsprechenden cysE-Allelnummer verseh n 
wurde . 

Die Bestimmung der enzymatischen Aktivitat, der 
Hemmkonstante Ki sowie der Kreuzf iitterungstest wurden analog 
der Beschreibung in Beispiel 1 vorgenommen. 

Zur Bestimmung der Produktionskapazitat in Fllissigmedium 
wurden 20 ml des Standardproduktionsmediums mit einer 
Einzelkolonie beiropft und 48 Stunden bei 30°C und 170 Upm 
inkubiert. Das Produktionsmedium bestand aus 15 g/L Glucos , 
0,08 g/L Bactotrypton , 0,04 g/L Hefeextrakt, 5 mg/L Vitamin 
Bl, 3 g/L KH 2 P0 4 , 12 g/L K 2 HP0 4 , 0,3 g/L MgS0 4 x 7 H 2 0, 0,1 
g/L NaCl, 5 g/L (NH 4 ) 2 S0 4 , 14,7 mg/L CaCl 2 x 2 H 2 0, 2 mg/L 
FeS0 4 x 2 H 2 0, 1 g/L Na 3 Citrat x 2 H 2 0, 5 g/L Na 2 S 2 0 3 x 5 
H 2 0, 1 ml/L Spurenelementlosung, 0,025 mg/L Tetracyclin. Die 
Spurenelementlosung setzte sich aus 0,15 g/L Na 2 Mo0 4 x 2 
H 2 0, 2,5 g/L H3BO3, 0,7 g/L CoCl 2 x 6 H 2 0 f 0,25 g/L CuS0 4 x 
5 H 2 0, 1,6 g/L MnCl 2 x 4 H 2 0 und 0,3 g/L ZnS0 4 x 7 H 2 0 
zusammen. Nach 24 und 48 Stunden wurde jeweils eine Probe 
(10 /Ltl) entnommen, entsprechend verdiinnt und im zellfreien 
Ober stand die Produktkonzentration calorimetrisch nach 
Gaitonde, M. K. (1967), Biochem. J. 104 . 627-633, bestimmt. 
Fiir den mit unterschiedlichen Q£&]2~ M iitanten transf ormierten 
Produktionsstamm JM15 wurden dabei Konzentrationen zwischen 
50 und 300 mg/L an Cystein gemess n. 
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Beispiel 5 

Kons t ruk t i on chroiosoul kodierter, feedbackresistenter 
cysE-Allele mit Hilf e eines rekcmbinanten x -Prophagen und 
Produktion von L-Cy stein Oder L-Cystein-abgeleiteten 
Produkten im l L-Fementer 

Zur Integration in die chromosomal e "attachment site 91 (attA) 
wurden die cysE-Allele cysEIV, cysEX und cysEXI in das 
Plasmid pRS551 (Simons et al., 1987, Gene 53: 85-96) 
kloniert. Dazu wurde das jeweilige cysE-Allel durch PCR aus 
dem entsprechenden cysE-Plasmid amplif iziert . Die 
verwendeten Oligonukleotide cysE-fwl und cysE-revi sind in 
Beispiel 1 beschrieben. Die Amplif izierung erfolgte wie in 
Beispiel 3 beschrieben. Die erhaltenen Fragmente wurden mit 
EcoRI / BamHI gespalten, ttber ein Agarosegel gereinigt und in 
den EcoRI / BamHI gespaltenen Vektor pRS551 ligiert. 
Hierbei entstanden die auf dem Vektor pRS551 basierenden 
rekombinanten Plasmide pRScysEIV, X und XI. 

Durch die Herstellung eines Plattenlysats auf einem pRScysE- 
tragenden recA + -Stamm (z.B. YMC9, ATCC 3397) mit dem ARS45- 
Phagen wurde in vivo durch homologe Rekombination ein 
heterogenes lambda-Lysat erzeugt, das neben ARS4 5-Phagen 
auch rekombinante cysE-Allele-tragende ARS45-Derivate 
enthielt (Simons et al., 1987, Gene 53: 85-96). 

Zur Selektion auf die rekombinanten RS4 5-Derivate wurde der 
cysE-Stamm JM15 verwendet, der mit dem heterogenen lambda- 
Lysat infiziert und anschlieBend auf Kanamycin-haltigen (25 
mg/L) LB-Platten plattiert wurde. Die erhaltenen lysogen n, 
Kanamycin-resistenten Klone wurden dann auf ihre Fahigkeit 
getestet, auf Minimalmediumplatten ohne Cystein zu wachs n. 
Ein j weils cystein-prototropher Klon wurde ausgewahlt und 
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fiir die Herstellung eines homogenen cysE-A-Lysats (durch UV- 
Induktion, Simons et al., 1987, Gene 53: 85-96) verwendet. 

Mit diesen jeweils erhaltenen homogenen cysE-A-Lysaten wurde 
der Stamm JM 15 infiziert. Die daraus hervorgegangenen 
Stamme JMlSattA : :cysE, wurden, wie in Beispiel 6 
beschrieben, fermentiert. Die jeweiligen Medien enthielten 
anstelle von Tetracyclin als Selektionsagens jeweils 25 mg/L 
Kanamycin. 

Die Ausbeuten an Cystein lagen mit cysEIV bei 0,5, rait cysEX 
bei 1,8 und mit cysEXI bei 2,1 g/L (vgl. Tab. 7). 

Beispiel 6 

Einf luB von verschiedenen, plasmidkodierten cysE-Allelen auf 
die Produktion von L— Cystein oder L-Cy ste in— abge lei teten 
Produkten in 1 L-Feraenter unter Vervendung des Wirtsstammes 
JM15 

20 mL, in einem 100 mL Erlenmeyerkolben bef indliches LB 
Medium (1% Trypton, 0,5% Hefeextrakt, 0,5% NaCl) wurden mit 
einer Einzelkolonie des mit dem jeweiligen cysE-Plasraid 
transformierten Produktionsstammes JM15 (CGSC#5042) beimpft. 

Nach 7-sttindiger Inkubation im Bakterienschiittler (150 rpm, 
30°C) wurden die jeweiligen Vorkulturen in 100 mL SMI-Medium 
Uber fiihrt. Das SMI-Medium enthielt 5 g/L Glucose, 5 mg/L 
Vitamin Bl, 3 g/L KH 2 P0 4 , 12 g/L K 2 HP0 4 , 0,3 g/L MgS0 4 x 7 
H 2 0, 0,1 g/L NaCl, 5 g/L (NH 4 ) 2 S0 4 , 14,7 mg/L CaCl 2 X 2 H 2 0, 
2 mg/L FeS0 4 x 2 H 2 0, 1 g/L Na 3 Citrat x 2 H 2 0, 1 ml/L 
Spurenelementlosung, 25 mg/L Tetracyclin- Die 
Spurenelementldsung setzte sich zusammen aus 0,15 g/L 
Na 2 Mo0 4 x 2 H 2 0, 2,5 g/L H3BO3, 0,7 g/L CoCl 2 x 6 H 2 0, 0,25 
g/L CuS0 4 x 5 H 2 0, 1,6 g/L MnCl 2 x 4 H 2 0 und 0,3 g/L ZnS0 4 
x 7 H 2 Q. Die Kulturen wurden in 1-L-Erlenmeyerkolben b i 3 0° 
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C fiir 17 h rait 150 rpm geschttttelt. Nach dieser Inkubation 
betrug die OD500 zwischen 4 und 5- Die weitere Fermentation 
wurde in Forschungsf ermentern BIOSTAT M der Firma Braun- 
Melsungen durchgef Uhrt • Ein KulturgefMB mit 2 L 
Gesamtvo lumen wurde benutzt. 

Das Fermentationsmedium enthielt 15 g/L Glucose, 5 g/L NaCI, 
0,3 g/L MgS0 4 x 7 H 2 0, 15 mg/L CaCl 2 x 2 H 2 0, 75 mg/L FeS0 4 
x 7 H 2 0, 1 g/L Na 3 Citrat x 2 H 2 0, 1,5 g/L KH 2 P0 4 , 1 ml 
Spurenelementl6sung(siehe oben) , 5 mg/L Vitamin hi, 2,5 g/L 
Hefeextrakt (Dif co) , 2,5 g/L Trypton (Difco) und 25 mg/L 
Tetracyclin. 

Die Glucosekonzentration im Fermenter wurde zu Beginn durch 
Zupumpen einer 700 g/L (w/v) Glucoselosung (sterilisiert) 
auf einen Wert von 15 g/L und der pH-Wert durch Zupumpen von 
25% NH 4 OH-L6sung auf 7,0 eingestellt. Nach Erreichen einer 
OD 600 von 10 wurde aus einer sterilen 100 g/L (w/v) 
Thiosulf at-Stammldsung 300 mg pro Stunde zugefiittert . 100 mL 
Vorkultur wurden zum Animpfen in das Fermentergef SB gepumpt. 
Das Anf angsvolumen betrug ca. 1 L. Die Kulturen wurden 
zun&chst mit 400 rpm geriihrt und mit 1,5 wm einer ttber 
einen Sterilfilter entkeimten PreBluft begast. Die 
Fermentation wurde bei einer Temperatur von 30°C 
durchgefiihrt. 

Der pH-Wert wurde durch automat ische Korrektur mit 25 % 

NH 4 OH auf einem Wert von 7,0 gehalten. Die 

Sauerstof fsSttigung in der Ferment at ionsbrUhe sollte zu 

keinem Zeitpunkt der Fermentation unter 20 % abfallen, sie 

wurde uber die RUhrgeschwindigkeit kontrolliert . 

In zwei- bis dreistUndigem Abstand wurden der Glukosegehalt 

der NShrlSsung, die optische Dichte und der Cysteingehalt 

ermittelt. Die Bestimmung des Glukosegehalts erfolgte 

enzymatisch mit Hilfe eines Glukoseanalysators der Firma 
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YSI. Die Glukosekonzentration wurde durch kontinuierliches 
Zufilttern zwischen 10 und 20 g/L eingestellt. 

Der Produktgehalt des Mediums wurde aus dem zellfreien 
Ober stand der Probe calorimetrisch nach Gaitonde, M. K. 
(1967), Biochem. J. 104 , 627 - 633, bestimrot. 

Nach 44*50 h wurde die Fermentation abgebrochen. Die 

produzierten Cysteinmengen in g/L nach 48 h sind in Tabelle 
7 zusammengef afit . 

Tab. 7: Cysteinausbeute des Produktionsstammes JM 15, 

transf ormiert mit unterschiedlichen cysE-Allelen (1L 
Ferxnenter) 

cysE-Allel Cysteinausbeute [g/L] 



Beispiel 7 

Produktion von L-Cy stein oder L-Cystein abgeleiteten 
Produkten mit Corynebakterien 



[48 h] 



pACYC184 /cysEIV 

pACYC184/cysEV 

pACYCl 8 4 / cy sEVI 

pACYC184/cysEX 

pACYC184/cysEXI 

pACYC184/cysEXII 

pAC YC1 8 4 / cysEXIV 

pACYC184/cysEXV 

pACYC184/cysEXVI 



1,6 
If 3 

1,4 
3,4 
3,4 
1,2 
2,3 
3,0 
2,2 
2,7 
3,9 



pACYC184/cysEXXIII 
pACYC18 4 / cy sEDe 1255 



Die feedbackresistenten cysE-Allele cysEIV, cysEX, cysEXI 
und cysEXIV (vgl. Tab, 2 in Beispiel 1) wurden mit den 
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Restriktionsenzymen BamHI und EcoRI (Fa. Boehring r 
Mannheim) aus ihren entsprechenden Plasmiden gespalten und 
das jeveils 1,15 kb grofie DNS-Fragroent Uber ein Agarosegel 
gereinigt und isoliert. Das jeweilige DNS-Fragment wurde 
durch Einwirkung des Klenow-Fragments der DNS-Polymerase I 
aus E, co^i (Fa, Boehringer Mannheim) glattendig gemacht. 
Der Vektor pWSTl wurde mit dem Restriktionsenzym Smal (Fa. 
Boehringer Mannheim) hydrolysiert und mit dem glattendigen 
DNS-Fragment mittels T4 DNS-Ligase verknUpft. Der Vektor 
pWSTl ist ein E. col i/Corynebakterien-Schaukel vektor und kann 
sowohl in E. coli als auch in Corynebakerien replizieren. 
Das corynebakterielle Replikon dieses Vektors stammt aus dem 
stamm Corynebacterium glutamicum ATCC 19223. Die Herstellung 
des Vektors pWSTl ist in US-A-4,965,197 beschrieben. Der 
Ligationsansatz wurde benutzt, urn die ftir Cystein auxotroph 
Mutante JM15 zu transf ormieren. Die komplementierenden 
Plasmide wurden entsprechend ihrer insert ierten cysE-Allele 
pWSTl-cysEIV, pWSTl-cysEX, pWSTl-cysEXI und pWSTl-cysEXIV 
bezeichnet. 

Die pWSTl-cysE-Plasmide wurden benUtzt, um das 
Corynebacterium glutamicum ATCC21851 zu transf ormieren. Die 
Transformation erfolgte Uber Elektroporation nach der bei 
Liebl, W. et al., 1989, FEMS Microbiol. Letters, 65, 299-304 
ausftthrlich geschilderten Technik. Die Selektion der 
rekombinanten Klone erfolgte Uber die plasmidkodierte 
Kanamycinresistenz auf Agarplatten mit 25 mg/L Kanamycin. 

Die Fermentation erfolgte analog den in Beispiel 6 
beschriebenen Bedingungen mit der Ausnahme, dafc anstelle von 
Tetracyclin Kanamycin in der Konzentration von 50 mg/L als 
Selektionsantibiotikum verwendet wurde. 
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In der Fermentation zeigte sich, dafl der Stamm, der das 
cysEXI-Allel auf einem Plasmid trSgt, die hochsten Cyst in 
Ausbeuten erreicht. 
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S EQUEN Z PROTOKOLL 



(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 
(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Consortium fuer elektrochemische Industrie, 

GmbH 

(B) STRASSE: Zielstattstr . 20 

(C) ORT: Muenchen 

(D) BUNDESLAND: Bayer n 

( E ) LAND : Germany 

(F) POSTLEITZAHL: 81379 

(G) TELEFON: 089/748440 

(H) TELEFAX: 089/74844350 

(I) TELEX: 5215553 cons d 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Verfahren zur Herstellung von 

O-Acetylserin L-Cystein und L-Cystein-verwandten Produkten 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 25 

(iv) COMPUTER-LESBARE FASSUNG: 

(A) DATENTR&GER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSS YSTEM : PC-DOS /MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LXNGE: 42 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Sonstige Nucleins&ure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc « "oligonucleotide" 

(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 

(A) BIBLIOTHEK: synthetic 

(B) CLON(E): cysE-fwl 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 
GCCTGGATCC TGCAGTCGAC CTGGCGCATC GCTTCGGCGT GG 42 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LXNGE: 41 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKttLS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "oligonucleotide" 
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(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 

(A) BIBLIOTHEK : synthetic 

(B) CLON(E): cysE-revl 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 
GTAGGAGCTC TGCAGAATTC GGGTATCCGG GAGCGGTATT G 41 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) L&NGE: 18 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKtiLS: Sonstige NucleinsSure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc - "oligonucleotide 11 

(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 

(A) BIBLIOTHEK: synthetic 

(B) CLON(E): cysE-Mut-1 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 
GCCGCTAGCG TTCCGGCT 



18 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) L&NGE: 18 Basenpaare 

(B) ART: Nucieotid 

(C) STRANGFORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Sonstige NucleinsSure 

(A) BESCHREIBUNG : /desc = "oligonucleotide" 



(Vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 

(A) BIBLIOTHEK: synthetic 

(B) CLON(E) : cysE-Mut-2 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 
CGTCGTTGAT GAACGGCG 18 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) L&NGE: 21 Basenpaare 

(B) ART: Nucieotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKttLS: Sonstige NucleinsSure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "oligonucleotide" 
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(Vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 

(A) BIBLIOTHEK: synthetic 

(B) CLON(E): cysE-Mut-3 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 
CCGCCGCATA CCACCGCCGT T 21 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 6: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 24 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Sonstige NucleinsSure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "oligonucleotide" 



(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 

(A) BIBLIOTHEK: synthetic 

(B) CLON(E): cysE-Mut-6 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6: 
CCATCAATGG ATATAGACCA GCAT 



24 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 7: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 24 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzel Strang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKtfLS: Sonstige NucleinsHure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "oligonucleotide" 



(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 

(A) BIBLIOTHEK: synthetic 

(B) CLON(E): cysE-Mut-10 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 7: 
GTCGTTGGTG AAGCGGCGGT GATT 24 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 8: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LXNGE: 38 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS : Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "oligonucleotide" 
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(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 

(A) BIBLIOTHEK: synthetic 

(B) CLON(E): cysE-LHfwl 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 8: 
TGGACCAGAG CTCTGGCTGG CGCATCGCTT CGGCGTTG 38 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 9: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 4 6 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKttLS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "oligonucleotide" 



(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 

(A) BIBLIOTHEK: synthetic 

(B) CLON(E): cysE-Del270 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 9: 
CTCGATGCAT TACGTATTAC CCATACTCAA ATCTATGGTT AATACC 



46 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 10: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) L&NGE: 46 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKttLS: Sonstige NucleinsMure 

(A) BESCHREIBUNG : /desc = "oligonucleotide" 

(vii) UNMI TTELB ARE HERKUNFT: 

(A) BIBLIOTHEK: synthetic 

(B) CLON(E) : cysE-De!268 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 10: 
CTCGATGCAT TACGTATTAC TCAAATGTAT GGTTAATACC GTTGAA 46 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 11: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) IiXNGE: 4 6 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKttLS: Sonstige NucleinsSure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "oligonucleotide" 
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(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 

(A) BIBLIOTHEK : synthetic 

(B) CLON(E): cysE-Del263 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 11: 
CTCGATGCAT TACGTATAAA ATACCGTTGA AATGCTGGTC CATATC 46 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 12: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 46 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzel Strang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige NucleinsSure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "oligonucleotide" 



(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 

(A) BIBLIOTHEK: synthetic 

(B) CLON(E): cysE-Del259 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 12: 
CTCGATGCAT TACGTATTAA TGCTGGTCCA TATCCATTGA TGGCTT 



46 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 13: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) L&NGE: 46 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKttLS: Sonstige NucleinsSure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc « "oligonucleotide" 



(vii) UNM I TTELB ARE HERKUNFT: 

(A) BIBLIOTHEK: synthetic 

(B) CLON(E): cysE-Del258 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 13: 
CTCGATGCAT TACGTATTAC TGGTCCATAT CCATTGATGG CTTATC 46 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 14: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 47 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Sonstige NucleinsMure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc « "oligonucleotide" 
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(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 

(A) BIBLIOTHEK: synthetic 

(B) CLON(E) : cysE-Del257 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 14: 
CTCGATGCAT TACGTATTAG TCCATATCCA TTGATGGCTT ATCGCTG 47 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 15: 

( i ) S EQUEN Z KENN Z EI CHEN : 

(A) LXnGE: 46 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKttLS: Sonstige NucleinsSure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "oligonucleotide" 



(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 

(A) BIBLIOTHEK: synthetic 

(B) CLON(E) : cysE-Del256 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 15: 
CTCGATGCAT TACGTATTAC ATATCCATTG ATGGCTTATC GCTGTC 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 16: 

(i) SEQUEN2KENN2EICHEN : 

(A) L&NGE: 4 6 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKttLS: Sonstige NucleinsSure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "oligonucleotide" 



(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 

(A) BIBLIOTHEK: synthetic 

(B) CLON(E): cysE-Del255 



(xi) SEQUENZ BESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 16: 
CTCGATGCAT TACGTATTAA TCCATTGATG GCTTATCGCT GTCTGG 46 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 17: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) L&NGE: 46 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKtiLS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc - "oligonucleotide" 
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(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 

(A) BIBLIOTHEK: synthetic 

(B) CLON(E): cysE-Del250 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 17: 
CTCGATGCAT TACGTATTAA TCGCTGTCTG GTTTACCGAC AATACG 46 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 18: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) L&NGE: 46 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKCLS: Sonstige NucleinsSure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc =* "oligonucleotide" 



(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 

(A) BIBLIOTHEK: synthetic 

(B) CLON(E): cysE-Del249 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 18: 
CTCGATGCAT TACGTATTAG CTGTCTGGTT TACCGACAAT ACGAGC 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 19: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LXNGE: 46 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Sonstige NucleinsSure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "oligonucleotide" 



(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 

(A) BIBLIOTHEK: synthetic 

(B) CLON(E): cysE-De!248 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 19: 
CTCGATGCAT TACGTATTAG TCTGGTTTAC CGACAATACG AGCCGG 46 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 20: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) L&NGE: 46 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOlS: Sonstige NucleinsSure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "oligonucleotide" 
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(vii) UNMITTEIiBARE HERKUNFT : 

(A) BIBLIOTHEK: synthetic 

(B) CLON(E): cysE-Del245 



(xi) SEQUEN2BESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 20: 
CTCGATGCAT TACGTATTAA CCGACAATAC GAGCCGGAAC GCCAGC 46 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 21: 

(i) SEQUEN ZKENNZ EI CHEN : 

(A) LANGE: 46 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM : Einzel Strang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKt)LS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "oligonucleotide" 



(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 

(A) BIBLIOTHEK: synthetic 

(B) CLON(E): cysE-Del239 



(xi) SEQUEN ZBESCHREI BUNG : SEQ ID NO: 21: 
CTCGATGCAT TACGTATTAA ACGCCAGCGG CGGTGGTATC CGGCGG 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 22: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) L&NGE: 46 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG form : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG : /desc = "oligonucleotide" 



(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 

(A) BIBLIOTHEK: synthetic 

(B) CLON(E): cysE-Del227 



(xi) SEQUENZ BESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 22: 
CTCGATGCAT TACGTATTAC AGCACCACGG AACCTGCGCC AATCTT 46 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 23: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LXNGE: 38 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "oligonucleotide" 
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(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 

(A) BIBLIOTHEK: synthetic 

(B) CLON(E): cysE-LHrevl 



(xi> SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 23 
CTCGATGCAT TACGTAGGGG TATCCGGGAG CGGTATTG 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 24: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LXNGE: 273 AminosSuren 

(B) ART: AminosMure 

(C) STRANG FORM : 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKttLS: Protein 

(vi) URSPRtJNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Escherichia coli 

(B) STAMM: W3110 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 24: 

Met Ser Cys Glu Glu Leu Glu lie Val Trp Asn Asn lie Lys Ala Glu 

15 10 15 

Ala Arg Thr Leu Ala Asp Cys Glu Pro Met Leu Ala Ser Phe Tyr His 
20 25 30 

Ala Thr Leu Leu Lys His Glu Asn Leu Gly Ser Ala Leu Ser Tyr M t 
35 40 45 

Leu Ala Asn Lys Leu Ser Ser Pro lie Met Pro Ala lie Ala lie Arg 
50 55 60 

Glu Val Val Glu Glu Ala Tyr Ala Ala Asp Pro Glu Met lie Ala Ser 
65 70 75 80 

Ala Ala Cys Asp lie Gin Ala Val Arg Thr Arg Asp Pro Ala Val Asp 
85 90 95 

Lys Tyr Ser Thr Pro Leu Leu Tyr Leu Lys Gly Phe His Ala Leu Gin 
100 105 110 

Ala Tyr Arg lie Gly His Trp Leu Trp Asn Gin Gly Arg Arg Ala Leu 
115 120 125 

Ala lie Phe Leu Gin Asn Gin Val Ser Val Thr Phe Gin Val Asp lie 
130 135 140 

His Pro Ala Ala Lys lie Gly Arg Gly He Met Leu Asp His Ala Thr 
145 150 155 160 



Gly He Val Val Gly Glu Thr Ala Val He Glu Asn Asp Val Ser He 
165 170 175 
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L u Gin Ser Val Thr Leu Gly Gly Thr Gly Lys Ser Gly Gly Asp Arg 
180 185 190 

His Pro Lys He Arg Glu Gly Val Met He Gly Ala Gly Ala Lys He 
195 200 205 

Leu Gly Asn He Glu Val Gly Arg Gly Ala Lys He Gly Ala Gly Ser 
210 215 220 

Val Val Leu Gin Pro Val Pro Pro His Thr Thr Ala Ala Gly Val Pro 
225 230 235 240 

Ala Arg He Val Gly Lys Pro Asp Ser Asp Lys Pro Ser Met Asp Met 
245 250 255 

Asp Gin His Phe Asn Gly He Asn His Thr Phe Glu Tyr Gly Asp Gly 
260 265 270 

lie 



ANGABEN ZU SEQ ID NO: 25: 

(i) S EQUEN 2KENN Z E I CHEN : 

(A) L&NGE: 1135 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Doppelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEK0LS: Genom-DNA 

(Vi) URSPRONLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Escherichia coli 

(B) STAMM: W3110 
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(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 
(B) CLON(E) : pPC43 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID no: 25: 

TCCGCGAACT GGCGCATCGC TTCGGCGTTG AAATGCCAAT AACCGAGGAA ATTTATCAAG 60 

TATTATATTG CGGAAAAAAC GCG CGCGAGG CAGCATTGAC TTTACTAGGT CGTG CACGCA 120 

AGGACGAGCG CAGCAGCCAC TAACCCCAGG GAACCTTTGT TACCGCTATG ACCCGGCCCG 180 

CGCAGAACGG GCCGGTCATT ATCTCATCGT GTGGAGTAAG CAATGTCGTG TGAAGAACTG 240 

GAAATTGTCT GGAACAATAT TAAAGCCGAA GCCAGAACGC TGGCGGACTG TGAGCCAATG 300 

CTGGCCAGTT TTTACCACGC GACGCTACTC AAGCACGAAA ACCTTGGCAG TGCACTGAGC 360 

TACATGCTGG CGAACAAGCT GTCATCGCCA ATTATGCCTG CTATTGCTAT CCGTGAAGTG 420 

GTGGAAGAAG CCTACGCCGC TGACCCGGAA ATGATCGCCT CTGCGGCCTG TGATATTCAG 480 

GCGGTGCGTA CCCGCGACCC GGCAGTCGAT AAATACTCAA CCCCGTTGTT ATACCTGAAG 540 

GGTTTTCATG CCTTGCAGGC CTATCGCATC GGTCACTGGT TGTGGAATCA GGGGCGTCGC 600 

GCACTGGCAA TCTTTCTGCA AAACCAGGTT TCTGTGACGT TCCAGGTCGA TATTCACCCG 660 

GCAGCAAAAA TTGGTCGCGG TATCATGCTT GACCACGCGA CAGGCATCGT CGTTGGTGAA 720 

ACGGCGGTGA TTGAAAACGA CGTATCGATT CTGCAATCTG TGACGCTTGG CGGTACGGGT 780 

AAATCTGGTG GTGACCGTCA CCCGAAAATT CGTGAAGGTG TGATGATTGG CGCGGGCGCG 840 
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AAAATCCTCG GCAATATTGA AGTTGGGCGC GGCGCGAAGA TTGGCGCAGG TTCCGTGGTG 900 

CTGCAACCGG TGCCGCCGCA TACCACCGCC GCTGGCGTTC CGGCTCGTAT TGTCGGTAAA 960 

CCAGACAGCG ATAAGCCATC AATGGATATG GACCAGCATT TCAACGGTAT TAACCATACA 1020 

TTTGAGTATG GGGATGGGAT CTAATGTCCT GTGATCGTGC CGGATGCGAT GTAATCATCT 1080 

ATCCGGCCTA CAGTAACTAA TCTCTCAATA CCGCTCCCGG ATACCCCAAC TGTCG 1135 
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INTERNATIONALES FORMBLATT 



Consortium fur elektrochem. 
Industrie GmbH 
Zielstattstr. 20 
81379 Munchen 


LEBENSFAWGKErrSBESCHEINIGUNG 

ausgestelil gemafl Regel 102 von der unten angegeberten 

INTERN ATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 


I. HTNTERLEGER 


It. KENNZEICKNUNG DES MIKROORGANISMUS 


Nime: Consortium fur elektrochem. 

Industrie GmbH 
Amchrift Zielstattstr. 20 

81379 Munchen 


Von der INTERNATIONAL EN HINTERLEGUNGSSTELLE 
zugeteitte EINGANG5NUMMER: 
DSM 10173 

Datum der Hintertegung Oder Weiterieitung 1 : 
1995-08-18 


HI. LEBENSFAWGKEITSBESCHEIN1GUNG 


Die Lebensfthig kctt des unter II genannten Mikroorganismus ist am 1995 
Zu diesein Zeicpunia war der Mikroorganismus 


- 08 - 18 3 geprtift vrorden. 


<X}» lebensfUiig 

( )' nicnt mehr tebemfahig 




IV. BEDINGUNGEN, UNTER DENEN DIE LEBENSFAHJGKJtlTSPRUFUNG DURCHGEFUHRT WORDEN 1ST 




V. INTERNATIONALE WNTERLEGUNGSSTELLE 


Name: DSM-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

NflKROORGANtSMEN UND ZELLICULTUREN GmbH 


UnterschrifVefi) der air Vertre tung der mtemaiioruien Himertetungsstelle 
befagten Pcnon(en) oder dei (der) von mr crmichttgicn Bedteasteten: 


Anschrift: Maschcroder Weg lb 
D-3II24 Braunschweig 


(J. tcJiStC* 

Duum. 1995-06-23 



Angabe des Datum* der Ersthimertegung. Wenn cine emeute Hinterlegung oder erne Weiterieitung vorgcnommen warden isl Angabe des Datums 
der jeweils (eaten emeuten Hinterlegung oder Weiterieitung. 

In den in Regel 10.2 Bucnstabe a Zifler ti and iii vorgesehenen Fallen Angabe der letzten UbensOhigkeitspnifting. 
Zuueflende* ankreuxen 

Ausfullen. wenn die Angaben beantragi worden smd ond wenn die Ergebnisse der Prufting negativ waren. 



formblatt DSM-BP/9 (einzige Seite) 07/94 
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INTERNATIONALES FORMBLATT 



Consortium far elektrochem. 
Industrie GmbH 
Zielstattstr . 20 
81379 Milnchen 


EMPF ANGS B E5TATIG UNG BEI ERSTHINTERLEGUNG. 
ausgesieilt gemafl Rcgei 7.1 von der unten angegebencn 
INTERN ATI ON ALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 


I. KENNZEICHNUNG DES MIKROORGANISMUS 


Vom WNTERLEGER zugeteiltes Bezugszetchen: 
JM39 


Von der INTERNATIONAL EN HINTERLEGUNGSSTELLE 
zugeteUle EINGANGSNUMMER. 

DSM 10173 


11. WISSENSCHATTUCHE BESCHREXBUKG UNO/ODER VORGESCHLAGENE TAXONOMISCHE BEZEICKNUNG 


Mil dent untcr I. bcretehntten MikTOorgantsmus wurde 




(X ) cine wtsseruchaftiiche Beschretbtmg 

(X ) eine vorgeschiagene taxonomisehe Bezcichnurtg 




cingtretchL 

(Zutreflendes ankrcuzen). 




III. EINGANG UND ANNAHME 


Diese Internationale Himerlegungsstelte nimrm den uraer 1 bezeichneten Mikrc 
Ersthincertegung) 1 etngegangen ist 


organismus an. der bet ihr am 1995-08-18 (Datum der 


IV. EINGANG OES ANTRA GS AUF UMW AND LUNG 


Der untcr I bezeschncte Mikroorguiismus ist bei dieser Internationaien Hinterlegungsstetlc am eingegangen (Datum der Ent- 
hintertegung) und tin Antrag auf Umwandiung dieser Erschiatertegimg in erne Hintertegung gemaft Budapester Venrag ist am 
eingegangen (Datura des Eingangs des Antrags auf Umwandiung). 


V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE 


Name: DSM-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MI KROORG AN1SMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 


Unrerschrift(en) der zur Vertrerung der internauonelen Himerlegungsstelte 
befugten Person(en) Oder des (der) von thr ermaehugten Bediemxeten: 


Anschnft: Mascheroder Weg lb 
0*38124 Braunschweig 


Datum: 1995-08-23 



1 Falls Regei 6.4 Bucrwabe d ZutrtOt ist dies der Zeitpunkt, zu dem der Status einer internauonaJen HtmertegungssteJIc erworben worden i$L 
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I. Freigabeerklarung 

K«tffmit wird da< Himerlegungiinttitut 



Deutsche Sammlung von Mikroorganismen 



Mascheroder Weg 1b, 3300 Braunschweig 



umvitferruflich ermichtigl. Probtn det Mikroorganismus 



«M«twfitc«u<tlich« »»^<IWIM^ 

E. coli JM39 



tettictvtoAf Ovrch deft Anmeiotr 

JM39 



der in dcr deutschen Patentanmeldung P g enanns 

ab dtr train Verdtteniiichung der Anmetdungtumerlagen (dureh OHenlegurtg oder Patenter icitung) iuf Anforderung an 
jtdtn Dritten abzugeben. 

Fur dit mit dem Patemer:eiiunesverfahrtn befaQten Sehfirden und Geriehte gilt die Freigabttfk lining lueh sehon vor der 
ertttn Verdffentlichung der Anneldungsunicrlagen. 

Auf dai Recht zur RGekforCerung oder Zerxioryng dcr Kurtur det Mikroorcanismut ab der ersten Ver&tfentitchung der An- 

meldungsunterlagen wird unwiderruf lich verzichtet. 

Die Abjabe der Probe toll xu folganden Bedingtngen") erfolgcn: 

keine Einschr'ankunq 



Hunchen. 11,08.95 

(Un:«rtr.nr«rr e«< Ammfltftni 

•I Scwtit flight 8if.tmmuntM ett KiMerltgunpiandei oder Himtrlegvftgtinftiiuu tint rrtisadt dime ocdlftgwrigan vorithen. kdnntn 
6* Stdinevngtn t«ngefugi wtrotn: 
Dcr Ctnsflff^tr mu&: 

gegtnSMr dtr Hinttrttguncnstile Named und AdrtfM angtotft. die dem H interior von der Hm:ertte»ji*gtsielle awf Wun«h mi:at:eit: * 

tine vcfailiehttndt ErkH.-vn* pf jt«u5«r dtm Kinttrieetr aaatden. bit xwm AOleuf dts P«:i<utcrnitat* 

tl die P'dOt nich: ea andtrt hrnonen wrr.trrvpvdt*. 

bl d'»t P?a&« nichi »;.*» dim Gt»ung*d*rtich dts Pattmgttttttft tu bttnftn. 

It. Bestatigung 

£t wird fdlgendcs bettitigt: 

Der oben bezeiehnete Mikroorganismus in in vermehrungrfihigem Zustand 

am 18 T 8.1995 hier hinttrlegt wordan und hat die H inter legungtbeze 

DSM 10173 er- 

Oie Oeuer der Hm«.erUgung betrigt mindestens 20 Jahre, gerechnet von dem auf den Anmeldetag det obengenannten Pa: 

anmtldung fplgenden Tag. d.h. vom 19 , zuzvglich einer Naehfritt *en 5 - 

nach Eingang des lent en Antragt auf Abgabe tiner Probe bzw. nach Ablauf der gesetztiehen Lauf da uer dts auf die obenc 
nanme Pauntanmeldung en tilt en Patent. VermehrungtfahSgc Proben dieter Kultur werden wahrend det gesamten Zcitra 
unter den obcn genannten Vorauttetiungen nach Ma&gabe der nationelen Bettimmungen fiber den Verkehr mit den Mikr 
organitmen an den abgegeben. der die hierf Or vorgcsehenc Gtbfihr entrichtet. Vor Ablauf der genannten Fritten ka nn die 
icrlegung dureh unt beendet werden. wenn der Mikroorganismus in eine andere Semmlung uberfOhn wird, die die angege 
Aufbewinrungsdaucr und den freicn Zugeng zum Mikroorganiamua gcwihrlcistet. 
Pur die Autfuhr der Kultur in die Sundetrepubltk Deuuehtand bestehcn 
derzeit keine Setchrinkungen. 

di» folgenden Setchrinkungen: fa^SEl/l Dau^wLi aj im i my 



yon Mfcrj?-' 



f Z7IO 



24.08.1995 Tet:oaai/36_ -«*aia 
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Patentanspriiche 

1. Serin-Acetyltransf erase, die eine im Vergleich zum 
Wildtyp-Enzym reduzierte SensitivitSt gegentiber dem 
Inhibitor L-Cystein aufweist und deren Proteinsequenz im 
Vergleich zur Wildtyp-Sequenz mindestens eine Nutation 
Oder Deletion aufweist, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Mutation im Sequenzbereich von AminosSure in Position 97 
bis einschlieBlich der AminosSure in Position 273 liegt 
oder die Deletion im carboxyterminalen Sequenzbereich ab 
der AminosSure in Position 227 liegt, vobei Position 1 
das Startmethionin aus Fig. 5 (SEQ ID NO: 1) ist und 
wobei die Mutation von Met zu lie in Position 256 
ausgeschlossen ist. 

2. Serin-Acetyltransf erase gemMB Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, daB sie eine Inhibitorkonstante Ki von 
0,005 bis 2,3 mM in Gegenwart von 1 mM L-Serin und 0,1 
mM Acetyl-CoA hat. 

3. Serin-Acetyltransf erase gemSB Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, daB ihre Proteinsequenz die 
AminosSureaustausche mindestens einer der in Tab. la 
oder lb genannten cysE Mutanten umfaBt. 

4. DNS-Sequenz, welche fUr eine Serin-Acetyltransf erase 
gem&B einem der Ansprtiche 1 bis 3 kodiert. 

5. DNS-Sequenz, welche fUr eine Serin-Acetyltransf erase 
kodiert, die eine im Vergleich zum Wildtyp-Enzym 
reduzierte SensitivitSt gegentiber dem Inhibitor L- 
Cystein aufweist, dadurch gekennzeichnet, daB sie von bp 
510 bis bp 1040 mindestens eine Mutation aufweisen, 
wobei bp 1 die ersten Base aus Fig. 6 (SEQ ID NO: 2) 
ist, wob i die Mutation von Guanin nach Ad nin in 
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Position 990 ausgeschlossen ist. 

6. Mikroorganismen, dadurch gekennzeichnet , daft sie einen 
durch zumindest eine DNS-Sequenz gem SB Anspruch 4 oder 5 
deregulierten Cysteinstof fwechsel besitzen* 

7. Verfahren zur Herstellung von O-Acetyl serin, L-Cystein 
oder von L-Cystein abgeleiteten Produkten, dadurch 
gekennzeichnet, daB Mikroorganismen gem&B Anspruch 6 in 
an sich bekannter Weise in einem Nahrroedium kultivi rt 
werden . 

8. Verfahren gemaB Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB 
das Nahrroedium eine ausreichende Menge an 

Schwef eldonoren enthSlt. 

9. Verfahren gemaB Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dafi 
als Schwef eldonor Thiosulfat verwendet wird. 



WO 97/15673 



PCT/EP96/04613 




WO 97/1 5673 



PCI7EP96/04613 



2/9 




WO 97/15673 



PCT/EP96/04613 



3/9 




WO 97/15673 



PCT/EP96/04613 



4/9 




WO 97/15673 



5/9 



PCT/EP96/04613 



1 


MSCEELEIVW 


NNIKAEARTL 


ADCEPMLASF 


YHATLLKHEN 


LGSALSYMLA 


51 


NKLSSPIMPA 


IAIREWEEA 


YAADPEMIAS 


AACDIQAVRT 


RDPAVDKYST 


101 


PLLYLKGFHA 


LQAYRIGHWL 


WNQGRRALAI 


FLQNQVSVTF 


QVDIHPAAKI 


151 


GRGIMLDHAT 


GIWGETAVT 


ENDVSILQSV 


TLGGTGKSGG 


DRHPKIREGV 


201 


MIGAGAKILG 


NIEVGRGAKI 


GAGSWLQPV 


PPHTTAAGVP 


ARIVGKPDSD 


251 


KPSMDMDQHF 


NGINHTFEYG 


DGI 
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1 TCCGCGAACTGGCGCATCGCTTCGGCGTTGAAATGCCAATAACCGAGGAAATTTATCAAG 

61 TATTATATTGCGGAAAAAACGCGCGCGAGGCAGCATTGACTTTACTAGGTCGTGCACGCA 

121 AGGACGAGCGCAGCAGCCACTAACCCCAGGGAACCTTTGTTACCGCTATGACCCGGCCCG 

181 CGC AGAACGGGCCGGTCATTATCTC ATCGTGTGGAGTAAGCAATGTCGTGTGAAGAACTG 
1 MetSerCysGluGluLeu 

241 GAAATTGTCTGGAACAATATTAAAGCCGAAGCC AGAACGCTGGCGGACTGTGAGCC AATG 

7 GluIleValTrpAsnAsnlleLysAlaGluAlaArgThrLeuAlaAspCysGluProMet 

301 CTGGCCAGTTTTTACCACGCGACGCTACTCAAGCACGAAAACCTTGGCAGTGCACTGAGC 

27 LeuAlaSerPheTyrHisAlaThrLeuLeuLysHisGluAsnLeuGlySerAlaLeuSer 

361 TACATGCTGGCGAACAAGCTGTCATCGCCAATTATGCCTGCTATTGCTATCCGTGAAGTG 

47 TyrMetLeuAlaAsnLysLeuSerSerProIleMetProAlalleAlalleArgGluVal 

421 GTGGAAGAAGCCTACGCCGCTGACCCGGAAATGATCGCCTCTGCGGCCTGTGATATTCAG 

67 ValGluGluAlaTyrAlaAlaAspProGluMetlleAlaSerAlaAlaCysAspIleGln 

481 GCGGTGCGTACCCGCGACCCGGCAGTCGATAAATACTC AACCCCGTTGTTATACCTGAAG 

87 AlaValArgThrArgAspProAlaValAspLysTyrSerThrProLeuLeuTyrLeuLys 

541 GGTTTTCATGCCTTGCAGGCCTATCGCATCGGTCACTGGTTGTGGAATCAGGGGCGTCGC 

107 GlyPheHisAlaLeuGlnAlaTyrArglleGlyHisTrpLeuTrpAsnGlnGlyArgArg 

601 GCACTGGCAATCTTTCTGCAAAACCAGGTTTCTGTGACGTTCC AGGTCGATATTCACCCG 

127 AlaLeuAlallePheLeuGlnAsnGlnValSerValThrPheGlnValAspXleHisPro 

661 GCAGCAAAAATTGGTCGCGGTATCATGCTTGACCACGCGAC AGGCATCGTCGTTGGTGAA 

147 AlaAlaLysIleGlyArgGlylleMetLeuAspHisAlaThrGlylleValValGlyGlu 

721 ACGGCGGTG ATTGAAAACGAC GT ATCGATTCTGC AATC TGT GACGCTTGGCGGTACGGGT 

167 ThrAlaVallleGluAsnAspValSerlleLeuGlnSerValThrLeuGlyGlyThrGly 

781 AAATCTGGTGGTGACCGTC AC CC G AAAATTC GTGAAGGTGTG ATGATTGGCGC GGGCGCG 

187 LysSerGlyGlyAspArgHisProLysIleArgGluGlyValMetlleGlyAlaGlyAla 

841 AAAATCCTCGGCAATATTGAAGTTGGGCGCGGCGCGAAGATTGGCGC AGGTTCCGTGGTG 

207 LysIleLeuGlyAsnlleGluValGlyArgGlyAlaLysIleGlyAlaGlySerValVal 

901 CTGC AACCGGTGCCGCCGCATACCACCGCCGCTGGCGTTCCGGCTCGTATTGTCGGTAAA 

227 LeuGlnProValProProHisThrThrAlaAlaGlyValProAlaArglleValGlyLys 

961 CCAGAC AGCGATAAGCCATCAATGGATATGGACCAGCATTTCAACGGTATTAACCATACA 

247 ProAspSerAspLysProSerMetAspMetAspGlnHisPheAsnGlylleAsnHisThr 

1021 TTTGAGTATGGGGATGGGATCTAATGTCCTGTGATCGTGCCGGATGCGATGTAATC ATCT 

267 PheGluTyrGlyAspGlylleEnd 

1081 ATC<}GGCCTACAGTAACTAATCTCTCAATACCGCTCCCGGATACCCCAACTGTCG - 1 1 3 5 
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BamHI 



Restriktionskarte des Plasmids pP1 



PUC18; 



chromosomale DNA; PL: Polylinker 
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